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Este estudo relata o sucesso na preparação, caracterização e teste biológico in vitro de 
suspensão coloidal biocompatível formada a partir do carregamento de glicina (Gly) em 
nanopartículas de polietilenoglicol (PEG) suspensas em PBS (Gly@PEG/NPs). A interação 
entre a molécula de Gly e as nanopartículas de PEG foi investigada usando espectroscopia 
Raman normal e espectroscopia Raman intensificada por superfície (SERS), empregando 
coloide de prata com substrato ativo. Além do mais, microscopias eletrônicas de varredura 
(MEV) e de transmissão (TEM), espalhamento dinâmico de luz (DLS), potencial zeta e 
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram empregados para 
caracterizar as amostras. As atividades biológicas do complexo Gly@PEG/NPs em 
macrófagos do colostro humano, estimulados pela bactéria Escherichia coli (EPEC), foram 
avaliados quanto a viabilidade, fagocitose, atividade microbicida e produção de citocinas. 
Análises morfológicas revelaram que as nanopartículas do complexo Gly@PEG/NPs 
apresentam formato não esférica com diâmetro médio (índice de polidispersão) de 54,3 nm 
(0,16). Imagens de TEM de alta resolução demonstraram a coexistência de fases cristalinas e 
amorfas na estrutura do complexo Gly@PEG/NPs. Os espectros de FTIR, Raman normal e 
SERS sugerem fortemente que os grupos amino protonados (NH3
+) das moléculas Gly se 
ligam aos átomos de oxigênio da molécula de PEG por meio de ligações de hidrogênio, 
deixando o grupo carboxilato (COO-) voltados para a massa aquosa do meio.  Ensaios, usando 
método MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazólio), em células RAW 
264.7 e em macrófagos de colostro humano tratados com o complexo Gly@PEG/NPs 
revelaram que a viabilidade celular desses sistemas é superior a 85%. Bioensaios, realizados 
em macrófagos do colostro humano estimulados pela bactéria EPEC e tratados com os 
complexos PEG/NPs, Gly@PEG/NPs e com Gly pura, mostraram que somente as células 
tratadas com Gly pura tiveram sua atividade fagocítica aumentada com relação ao grupo 
controle (estatisticamente relevante - p < 0,05). Evidenciando que os complexos PEG/NPs e 
Gly@PEG/NPs não foram reconhecidos pelos macrófagos. Em complemento, foi verificado 
que somente os macrófagos tratados com o complexo Gly@PEG/NPs tiveram sua atividade 
microbicida aumentada da ordem de 40 %, com relação aos grupos controle (p < 0,05).  Por 
último, foi observado que os tratamentos com o complexo Gly@PEG/NPs e com a Gly pura 
aumentaram a expressão, com relação ao grupo controle, tanto das citocinas anti-
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This study reports on the successful preparation, characterization and biological test in vitro 
of a biocompatible colloidal suspension comprising glycine (Gly) loaded into polyethylene 
glycol (PEG) nanoparticles (Gly@PEG/NPs) and suspended within PBS. The interaction 
between the Gly molecule and the PEG nanoparticles was investigated using normal Raman 
spectroscopy and surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), the latter employing silver 
substrate. Additionally, scanning and transmission electron microscopy (TEM), dynamic light 
scattering, zeta-potential, and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were employed 
to characterize the samples.  The biological activities of the Gly@PEG/NPs complex in 
human colostrum macrophages stimulated by the bacterium Escherichia coli (EPEC) were 
evaluated for viability, phagocytosis, microbicidal activity and cytokine production. 
Morphological analyzes revealed that Gly@PEG/NPs have non-spherical shape with average 
diameter (polydispersion index) of 54.3nm (0.16). Moreover, high-resolution TEM images 
demonstrated the coexistence of crystalline and amorphous phases in the Gly@PEG/NPs 
structure. The FTIR, normal Raman and SERS spectra strongly suggest that the protonated 
amino groups (NH3
+) of the Gly molecules bind to the oxygen atoms of the PEG molecule by 
means of hydrogen bonds, leaving the carboxylate groups (COO-) facing outwards to the bulk 
aqueous-like medium. Assays using the MTT method (3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) in RAW 264.7  cells and human colostrum macrophages 
treated with the Gly@PEG/NPs complex revealed that the cellular viability of these systems 
is greater than 85%. Bioassays, performed on EPEC-stimulated human colostrum 
macrophages and treated with the PEG/NPs and Gly@PEG/NPs complexes and pure Gly, 
showed that only cells treated with pure Gly had their phagocytosis rates increased, compared 
to the control group (statistically relevant - p <0.05), showing that the PEG/NPs and 
Gly@PEG/NPs complexes were not recognized by macrophages. In addition, it was found 
that only macrophages treated with the Gly@PEG/NPs complex had their microbicidal 
activity increased of the order of 40%, in relation to the control groups (p <0.05). Finally, it 
was observed that treatment with the Gly@PEG/NPs complex and pure Gly increased the 
expression, relative to the control group, of both the anti-inflammatory (IL-4 and IL-10) and 
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Conforme os dados da Coordenação Geral de Informação e Análise Epidemiológica 
do Ministério da Saúde (CGIAE/SVS/MS), na plataforma do Sistema de Informações sobre 
Mortalidade (SIM), em julho de 2015 os casos de óbitos comunicados, em decorrência das 
doenças inflamatórias (CID 10 – Código Internacional de Doenças) foi da ordem de  
(1.000.000) um  milhão, em 2017 houve um aumento de aproximadamente vinte pontos 
percentuais (20%), subindo para um total de (1.200.000) milhão e duzentos mil casos de 
óbitos, devido a complicações das doenças inflamatórias. (Fonte: SIM - Sistema de 
Informações sobre Mortalidade - Maio de 2017 disponível em2: 
http://svs.aids.gov.br/dashboard/mortalidade/cid10.show.mtw).  
Os processos inflamatórios fazem parte de aproximadamente 14.000 patologias 
descritas na classificação internacional de doenças (CID). 
A inflamação é uma reação dos tecidos a um agente agressor caracterizado 
morfologicamente pela saída de líquidos e elementos do sangue, os leucócitos, para a região 
tecidual (Kumar et al. 2012). Quando ocorre lesão, seja ela causada por fatores intrínsecos, 
extrínsecos ou até mesmo qualquer outro fenômeno, os tecidos lesados liberam várias 
substâncias que provocam importantes alterações secundárias no sistema, todas essas 
alterações teciduais são conhecidas como inflamação (Gomes et al. 2010). No processo 








aumento da permeabilidade dos capilares, com extravasamento de grande quantidade de 
líquidos para os espaços intersticiais que podem acontecer pela coagulação nesses espaços, 
devido às quantidades excessivas de fibrinogênio e outras proteínas que vazam dos capilares, 
ocorrendo migração de grande número de granulócitos e monócitos para o tecido, o que leva a 
intumescência das células (Gomes et al. 2010). 
Classicamente, a inflamação se divide em três etapas, processos inflamatórios agudos, 
resposta imune e processos inflamatórios crônicos (Vinay et al. 2015), nesse contexto há 
infiltração de leucócitos, liberação de enzimas (proteases) e formação de radicais livres de 
oxigênio na região inflamada (He et al. 2005; Colombo et al. 2015). 
Por estar presente em tecidos conjuntivos e no sangue, os macrófagos são importantes 
na regulação da resposta imune, considerando que são as primeiras células a perceber a 
presença de agentes invasores. No sistema imunológico possui a função de detectar e 
fagocitar microrganismos invasores, células mortas e vários tipos de resíduos (Belló et al. 
2015). 
Os macrófagos são células presentes em várias secreções, e são as principais células 
envolvidas na proteção para infecções, principalmente as bacterianas. A literatura científica 
relata eliminação de bactérias por fagócitos, sendo sua atividade microbicida estimulada na 
presença de agentes imunomoduladores (Goldblum e Goldman 1994; Honorio-França et 
al.1997; Mccord 2000; França et al. 2009). 
Considerando que o colostro é uma secreção que contém componentes 
imunologicamente ativos, células imunocompetentes como os macrófagos, estudos têm 
mostrado que o colostro e o leite humano contêm componentes solúveis e celulares com 








França et al. 2001; França-Botelho et al. 2006; França et al. 2010; França et al. 2011; França 
et al. 2012). 
Contido no sistema imunológico estão as citocinas, são moléculas protêicas, 
glicosiladas ou  não,  que  enviam  diversos  sinais  estimulatórios, modulatórios ou mesmo 
inibitórios para as diferentes células, como macrófagos, e têm função de agir na própria célula 
produtora, em células próximas ou via endócrina, quando sua ação é à distância. Atuam em 
concentrações baixíssimas e sua síntese habitualmente ocorre após estimulação (Sommer e 
White 2010; Zhang 2007; Cruvinel et al. 2010).    
Na doença celíaca, conhecida como Enteropatia sensível ao glúten, ocorre a desordem 
gastrintestinal autoimune, que aumenta a produção de linfócitos intra-epiteliais e potencializa 
a resposta imunológica causando uma inflamação aguda (Guimarães et al. 2013). Já para o 
caso da Enterocolite Necrotizante (NEC), há relatos na literatura que, além do trato 
gastrointestinal, outros órgãos são envolvidos (Meyer et al. 2006). No sistema digestório, a 
inflamação é controlada por células T que reconhecem organismos estranhos ao corpo (Meyer 
et al. 2006).  
Isso ocorre devido a liberação de mediadores inflamatórios na corrente sanguínea, 
como os produtos da peroxidação lipídica, os quais podem levar à disfunção e falência de 
vários órgãos, deterioração das funções cardiovascular, respiratória, renal, hepática e 
hematológica (Meyer et al. 2006).  
A gravidade e o prognóstico da (NEC) estão correlacionados com o número de 
sistemas envolvidos (Insuficiência respiratória, diminuição da reperfusão periférica e colapso 
circulatório) (Meyer et al. 2006). Além do mais, os radicais livres derivados do oxigênio 








desencadeamento da (NEC). Esses radicais lesam o tecido via peroxidação de lipídeos 
insaturados presentes na membrana mitocondrial e celular (Christiansen 2013; Souren 2013). 
Neste contexto, existem alguns aminoácidos, como a glicina (Gly), que está sendo 
utilizada no tratamento de pacientes que sofrem de enterocolite, esquizofrenia, doença celíaca 
e processos inflamatórios, pois possui ação citoprotetora, imunomoduladora e anti-
inflamatória (Zhong et al. 1998; Evins 2000; Meyer et al. 2006; Maccole 2010; Guimarães et 
al. 2013a). Além do mais, a glicina em sido amplamente utilizada como suplemento funcional 
usado na indústria farmacêutica, dermatológica e nutricional (Zhong et al. 1998; Maccole 
2010). 
No caso da glicina (Gly) o código genético tem a informação necessária para sua 
fabricação, atua na composição das proteínas e possui um sabor adocicado, atua como um 
neurotransmissor na retina, medula espinhal e sistema nervoso central (SNC), importante para 
que ocorra a diferença de potencial na célula para favorecer o impulso nervoso e levar as 
informações necessárias a diversas partes do corpo. É um aminoácido que pode ser disperso 
em ambientes hidrofílicos e hidrofóbicos (Furukawa et al. 2005). 
Além disso, a Gly proporciona um efeito anti-inflamatório, imunomoduladores e 
citoprotetores (Zhong et al. 1998; Guimarães et al. 2013a; Razak et al. 2017). Nesse sentido, a 
Gly desempenha um papel fundamental na melhoria da saúde, beneficiando o crescimento e 
bem-estar dos mamíferos, especialmente em humanos. Como ela é sintetizada pelo 
organismo, é considerada não essencial. No entanto, alguns estudos mostram que quantidade 
de Gly produzida in vivo é insuficiente para as atividades metabólica normais em alguns 








A falta ou deficiência na síntese de glicina no organismo, ou na suplementação pode 
provocar alguns problemas de próstata, enfraquecimento do sistema imunológico, baixo nível 
de crescimento, problemas musculares e de demora na restauração dos tecidos (Sousa Sá 
2010). 
Deve-se considerar que alguns suplementos em certas doses conforme as necessidades 
e recomendações nutricionais diárias, podem prevenir deficiências orgânicas e atuar como 
agente farmacológico (Figueiredo et al. 2009). Esses nutrientes podem agir por eles mesmos 
ou interagir com outros compostos bioativos (Figueiredo et al. 2009). Nesse sentido a glicina 
é considerada imunonutriente. Estudos em modelos animais mostraram que a glicina atua 
como moduladora da cascata inflamatória sistêmica (Figueiredo et al. 2009).  
A ciência e a tecnologia em escala nanométrica compõem atualmente um campo de 
fronteira multi e interdisciplinares, conhecido como nanociência e nanotecnologia (Ferrari 
2005). Em nanotecnologia a habilidade de trabalhar em nível molecular, átomo por átomo, 
para criar estruturas com organização controlada, tem levando ao entendimento e domínio 
sem precedentes de propriedades fundamentais da matéria (Paz et al. 2012).  
Como consequência, a nanociência e a nanotecnologia formam um campo de grandes 
desafios científicos e de inúmeras aplicações tecnológicas (Azevedo 2002). Devido ao 
advento da nanotecnologia, grandes avanços na ciência estão sendo possíveis em diversas 
áreas, tais como: energia, saúde, química entre outras, as quais vem abrindo uma ampla 
possibilidade de aplicações (Ferrari 2005). 
Muito embora haja esforços sistematizados para o fomento e disseminação das 
atividades em nanociências e nanotecnologia, já ocorrem muitos estudos em vários países há 








tecnológica internacionais, bem como pelos órgãos correspondentes de fomento à Ciência e 
Tecnologia, que a nanociência está ainda em sua infância e podem ser consideradas como 
emergentes (Azevedo 2002; Santos et al. 2013). 
O desenvolvimento de nanomateriais para aplicações biomédicas tem sido um dos 
principais tópicos em nanotecnologia nos últimos anos (Laurent et al. 2008; Khlebtsov and 
Dykman 2011). Dada a variedade de processos biológicos que ocorrem em escala 
nanométrica, as propriedades físico-químicas desses nanomateriais os tornam excelentes 
candidatos para aplicações biomédicas em nível celular e sub-celular, fornecendo abordagens 
revolucionárias para diagnóstico, prevenção e tratamento de uma ampla faixa de doenças (Paz 
et al. 2102; Kreuter, 2014; Okur et al. 2016, Veloso et al. 2017). Avanços recentes na 
tecnologia de colóides, fabricados a partir de composições químicas diversificadas, que vão 
desde semicondutores, metais, óxidos metálicos, sílica e polímeros, levaram à produção de 
nanopartículas de alta qualidade, que impactaram no desenvolvimento de novos métodos 
diagnósticos, abordagens de liberação de drogas e avançados agentes de imagem (Kreuter 
2014; Smith e Gambhir 2017).  No entanto, para tornar os sistemas coloidais altamente 
sofisticados e biocompatíveis, é geralmente necessária uma engenharia de superfície 
sofisticada. 
Polímeros são moléculas naturais ou sintéticas, caracterizadas pela repetição múltipla 
de uma ou mais espécies de átomos ou grupos de átomos, ligados uns aos outros em 
quantidades suficientes para fornecer um conjunto de propriedades, são versáteis, podem ser 
aplicados em diversas áreas, como excipientes (sustância farmacologicamente inativa usada 
como veículo para o princípio ativo) em preparações para medicamentos (Villanova et al. 








Polietilenoglicol (PEG) é um polímero hidrofílico, biodegradável e biocompatível, 
cuja denominação química é 1,2-di-hidroxipropano (Huang et al. 1999; Park e Kim 2004). Na 
literatura, o PEG é um dos agentes de revestimento biocompatíveis mais comuns (Laurent et 
al. 2008). O PEG não é tóxico, não é imunogênico, solúvel em água e já aprovado pela Food 
and Drug Administration dos EUA para alimentação e vários usos clínicos (U.S. Food and 
Drug Adminstration, 2018).  
O PEG tem atraído considerável interesse em aplicações biomédicas em áreas como 
liberação controlada de biomoléculas, na cicatrização de feridas, liberação de medicamentos e 
plataformas para medicina regenerativa.  
Os nanomateriais, quando têm suas superfícies modificados com PEG (denominado 
PEGilação) e administrados na corrente sanguínea, podem suprimir a adsorção por opsonina e 
a depuração subsequente pelo sistema fagocitário mononuclear, prolongando assim o tempo 
de circulação e influenciando a farmacocinética e a biodistribuição dos sistemas de 
administração de fármacos (Dorati et al. 2007; Kumari et al. 2010; Corrêa et al. 2011; Hara et 
al. 2013; Machado et al. 2015).  
Embora seja amplamente utilizado para funcionalizar uma enorme diversidade de 
materiais nanométricos, o próprio PEG como o principal componente na fabricação de 
nanomateriais bioativos ainda não é extensivamente explorado (Qiu et al. 2013; Okur et al. 
2016).  
Assim, para tornar os nanocarreadores baseados em PEG mais eficiente, é importante 
não somente determinar suas características físico-químicas (como forma, tamanho e carga 
superficial), mas também é obrigatório avaliar e controlar tanto a eficiência da 








polimérico durante o carregamento. No entanto, a determinação desses parâmetros é um 
enorme desafio, particularmente ao avaliar as informações em suspensões coloidais com 
baixa concentração de moléculas bioativas (Santos et al. 2011; Paz et al. 2012). 
A espectroscopia Raman intensificada por superfície (SERS) tem emergido como uma 
poderosa ferramenta analítica para detecção sensível e seletiva de espécies adsorvidas na 
vizinhança de nanoestruturas de metais nobres, como prata e ouro, levando ao 
desenvolvimento de espectroscopia Raman ultrassensível (Zrimsek et al. 2013). De fato, o 
efeito SERS tem sido amplamente utilizado para estudar a adsorção de Gly em superfícies de 
ouro e prata (Kang et al. 2013; Parameswari et al. 2016). Contudo, é do nosso conhecimento 
que o efeito SERS tem sido pouco utilizado em pesquisa sobre a interação entre biomoléculas 
adsorvidas por nanopartículas poliméricas. 
Com o objetivo de cobrir esta lacuna na literatura, o primeiro objetivo dessa tese é 
sintetizar, caracterizar e avaliar a adsorção de Gly por nanopartículas de PEG 
(Gly@PEG/NPs) utilizando espectroscopia Raman e SERS. Para isso, o sistema complexo 
PEG/NPs carregados com diferentes terrores de Gly (xGly@PEG/NPs) será também 
caracterizado por espalhamento dinâmico de luz (DLS), potencial zeta, microscopia eletrônica 
de varredura (SEM), microscopia eletrônica de transmissão (TEM) e espectroscopia de 
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Além disso, a fim de verificar a 
citotoxidade do sistema, o complexo xGly@PEG/NPs foi submetido a bioensaios por MTT 
(brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazólio). Nesse experimento avaliou-se a 
viabilidade celular durante a incubação de células RAW 264.7 (macrófagos de camundongos) 








A segunda parte dessa tese tem como o objetivo de estudar o efeito funcional do 
complexo Gly@PEG/NPs na atividade microbicida, fagocítica e de produção de citocinas 
pelo macrófago de colostro humano. Para isso, ensaios de viabilidade celular MTT e ensaios 































2.1 Objetivo Geral 
 
O objetivo desse trabalho é preparar, caracterizar e testar material funcional a base de glicina 
adsorvida em nanopartículas de polietilenoglicol (NP-PEG/Gly) para aplicação 
biotecnológica.  
 
2.2 Objetivos Específicos  
  
►Preparar e caracterizar o complexo Gly@PEG/NPs, quanto ao tamanho, carga superficial 
adsorção de Gly e estabilidade; 
 
►Avaliar a citotoxicidade do complexo Gly@PEG/NPs em células do sistema imunológico;  
 
► Avaliar o efeito do complexo Gly@PEG/NPs na atividade microbicida e fagocítica em 
macrófago de colostro humano estimulados pela bactéria Escherichia coli (EPEC); 
 
►Avaliar o efeito do complexo Gly@PEG/NPs na expressão de citocinas em macrófago de 











3. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 Conceito e pressupostos sobre Inflamação  
 
A inflamação (do Latim inflammatio, atear fogo) ou processo inflamatório, é uma 
reação dos tecidos a um agente agressor (Kumar et al. 2012), as principais características da 
inflamação são: Dor, hiperalgesia (sensibilidade exagerada), eritema (rubor, vermelhidão), 
edema (acúmulo anormal de líquido no compartimento extracelular) e limitação funcional 
(perda das funções). Agentes inflamatórios promovem a síntese de moléculas sinalizadoras 
que induzem os mediadores inflamatórios, resultando em saída de plasma e leucócitos dos 
vasos, os quais estimulam o reparo dos danos produzidos pelas agressões (Kumar et al. 2012).  
As moléculas orgânicas e inorgânicas e os átomos que contêm um ou mais elétrons 
não pareados, com existência independente, podem ser classificados como radicais livres 
(Halliwel 1994; Bianchi e Antunes 1999). Essa configuração faz dos radicais livres moléculas 
altamente instáveis, com meia-vida curtíssima e quimicamente muito reativas. A presença dos 
radicais é crítica para a manutenção de muitas funções fisiológicas normais (Bianchi e 
Antunes 1999; Pompella 1997). Algumas espécies de radicais livre já descritos na literatura: 
(1O2) Oxigênio singlete (O2
-) Radical superóxido (OH.)
 Radical hidroxila, (NO) Óxido nítrico 








como objetivo as proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA de acordo com o seu sítio de 
atuação (Anderson 1996; Bianchi e Antunes 1999). 
De acordo com a literatura, a geração de radicais livres tem sido considerada um 
importante mecanismo de proteção durante os processos infecciosos (França et al. 2011a; 
França et al. 2011b). Várias plantas, hormônios e aminoácidos como a glicina têm mostrado 
capacidade de induzir a ativação do sistema imune com liberação de radicais livres, 
conferindo proteção para uma variedade de doenças como a inflamação (Villanova et al. 
2010). 
A inflamação tem uma história antiga e rica, intimamente relacionada com histórias 
das guerras e feridas, por se tratar de um mecanismo de defesa natural do organismo a 
qualquer agressão eventualmente sofrida. Sua intensidade mostra-se diretamente proporcional 
ao tamanho do trauma sofrido. A resposta inflamatória costuma ser dividida em três fases: a 
inflamação aguda, a resposta imune e a inflamação crônica (Katsung 1998; Colombo et al. 
2015). Ainda pode-se classificar a inflamação em dois tipos principais, conforme sua 
velocidade de instalação: aguda e a crônica (Vinay et al. 2005). Esta classificação não diz 
respeito à gravidade do processo, mas apenas, com a velocidade de instalação. Assim, podem 
existir processos inflamatórios agudos de baixo ou alto grau de gravidade, o mesmo ocorrendo 
com a inflamação crônica (Vinay et al. 2005; Colombo et al. 2015). 
 
3.1.2 Inflamações Aguda 
 
Inflamação aguda é aquela que se instala rapidamente, como por exemplo, após um 








inicial à lesão tecidual, sendo mediada pela liberação de autacóides (substâncias produzidas 
por células que agem em outros órgãos) e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta 
imune (Alle e Filho Alle 1992). A reação inflamatória aguda caracteriza-se por uma série de 
eventos inter-relacionados, entre os quais, o aumento no fluxo sanguíneo, a permeabilidade 
vascular na região afetada, a exsudação de fluido (edema), a dor localizada, a migração e o 
acúmulo de leucócitos inflamatórios dos vasos sanguíneos para dentro do tecido, a formação 
de tecido de granulação e reparo tecidual (Gomes-Leal 2002).  
 
3.1.3 Resposta Imune 
A resposta imune aparece quando as células imunologicamente competentes são 
ativadas, resumo na tabela (3.1) reagindo a organismos estranhos ou substâncias antigênicas, 
liberadas durante a resposta inflamatória aguda ou crônica. Por outro lado, o resultado pode 
ser deletério, se resultar em uma inflamação crônica sem reparação (Katsung 1998). Este 
processo pode se prolongar em um mecanismo de retroalimentação extremamente danoso ao 
organismo. 
A síndrome de resposta inflamatória sistêmica é um complexo de resposta do 
hospedeiro a uma variedade de insultos clínicos, geralmente levando a uma patologia grave 
(Katsung 1998).  Resumidamente resposta imunológica: 
Tabela 3.1: Resposta imunológica primária e secundária 
Primaria: 1º contato Secundária: 2º contato 
Ativa: Recebe antígenos Passiva: Recebe produtos da resposta imune 
Inata: Resposta primaria  Adaptativa: Diferentes formas de reação 









 3.1.4 Inflamação Crônica  
 
Inflamação crônica se instala de forma lenta e insidiosa, como nas doenças 
reumatológicas tais como artrite reumatoide e lúpus eritematoso sistêmico. A inflamação 
crônica pode se instalar dentro de semanas ou meses, e é caracterizada por inflamação ativa 
(infiltrado de células mononucleares), com destruição tecidual e tentativa de reparar os danos 
da cicatrização (Robbins et al. 2010). Pode ser a continuação de uma reação aguda, mas, 
muitas vezes ocorre como uma reação pouco intensa e, frequentemente, assintomática. Os 
macrófagos ativados secretam vários mediadores da inflamação, os quais, se não controlados, 
podem levar à destruição tecidual e fibrose, características desse tipo de inflamação (Robbins 
et al. 2010). 
A inflamação crônica envolve a liberação de diversos mediadores que não são 
proeminentes na resposta aguda. Em um processo inflamatório a região atingida fica 
avermelhada e quente. Isso ocorre devido a um aumento do fluxo de sangue e demais líquidos 
corporais migrados para o local (Assumpção et al. 1999; Colombo et al. 2015). Na área 
inflamada também ocorre o acúmulo de células provenientes do sistema imunológico 
(leucócitos, macrófagos e linfócitos), com dor localizada mediada por mediadores químicos 
produzidas pelo organismo (Assumpção et al. 1999). 
No processo, os leucócitos destroem o tecido danificado e enviam sinais aos 
macrófagos, que ingerem e digerem os antígenos e o tecido morto. Em algumas doenças esse 
processo pode apresentar caráter destrutivo. A inflamação pode também ser considerada 








capacidade para deflagrar uma resposta não específica contra padrões de agressão 
previamente e geneticamente definidos pelo organismo agredido (Scheppach 1996). 
Esta definição se contrapõe à da imunidade adquirida, ou seja, aquela onde o sistema 
imune identifica agentes agressores específicos segundo seu potencial antigênico. Nesse 
último caso, o organismo precisa entrar em contato com o agressor, identificá-lo como 
estranho e potencialmente nocivo e a partir de então produzir uma resposta (Scheppach 1996). 
Evidências de estudos epidemiológicos e experimentais sugerem que o estado de 
inflamação crônica de baixo grau presente na obesidade tem sua origem na relação existente 
entre o tecido adiposo e o sistema imunológico (Fujimori et al. 2015). No diabete esta 
inflamação também tem associado a várias disfunções metabólicas e imunológicas, que 
contribuem para o aumento na incidência e severidade de doenças infecciosas. A inflamação é 
regulada no local e via sistêmica por vários sinais bioquímicos e hormonais (Honorio-França 
et al. 1996). 
Os mediadores químicos envolvidos na fisiopatologia da inflamação modulam o 
balanço da resposta imune, no caso as citocinas (Sommer 2010). 
 
3.1.4.1 Colostro Humano 
 
O leite humano não é somente importante para a nutrição, é também importante para a 
defesa imunológica de neonatos. Possui um equilíbrio adequado de nutrientes, fornecendo de 
forma altamente biodisponível e digerível uma variedade desses nutrientes. O colostro, a 
primeira secreção láctea, contém os nutrientes necessários para o crescimento de lactentes e 








e células imunocompetentes tais como linfócitos T e B, macrófagos, neutrófilos e eosinófilos, 
responsáveis pelo reconhecimento de antígenos e sua eliminação do organismo. Na maioria 
das espécies, os leucócitos (entre eles os macrófagos) são as células predominantes, 
constituindo assim, primeira barreira imunológica contra patógenos que se comunicam por 




Citocinas é um termo genericamente utilizado para designar um extenso grupo de 
moléculas envolvidas na emissão de sinais entre as células durante o desencadeamento das 
respostas imunes. Constituem um grupo de fatores extracelulares que podem ser produzidos 
por diversas células, como monócitos, macrófagos, linfócitos, entre outras (Sommer 2010). 
As citocinas são polipeptídios ou glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis, variando entre 
8 e 30 kDa, são produzidas por diversos tipos de células no local da lesão (inflamação) e por 
células do sistema imunológico por meio da ativação de proteinoquinases por uma substância 
que estimula a proliferação celular e podem induzir mitose em macrófagos ao ligar-se a 
glicoproteínas da membrana destas células (Sommer 2010; Oliveira et al. 2011; Guimarães et 
al. 2017).    
A produção de citocinas é um evento breve e autolimitado, uma vez sintetizadas pela 
transcrição de genes codificados por RNA mensageiros, são rapidamente secretadas, quando 
necessárias (Abbas 2005). As razões que determinam a secreção de determinado padrão de 
citocinas frente ao estímulo ainda não estão bem esclarecidas. As principais fontes de 








linfócitos T, estroma da medula óssea, leucócitos, fibroblastos, queratinócitos, plaquetas e 
macrófagos.  
Enfim, tanto células linfoides quanto não linfoides (Ciprandi et al. 2005). As citocinas 
são formadas em cascata, de modo que uma citocina estimula suas células-alvo a produzir 
mais citocinas (ver Fig 3.1) (Zhang 2007; Oliveira et al. 2011). Nesse processo, essas 
substâncias se ligam a receptores específicos, ativando mensageiros intracelulares que 
regulam os processos de transcrição genética. Dessa forma, as citocinas influenciam na 
diferenciação, proliferação e na sobrevida da célula do sistema de defesa, também regulam a 
produção e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar ou atenuar a resposta 
inflamatória (Zhang 2007; Guimarães et al. 2017).   
Diferentemente dos hormônios clássicos, as citocinas não são armazenadas como 
moléculas pré-formadas (Lin et al. 2000; Sommer 2010). Atuam especialmente em células 
vizinhas e nas próprias células produtoras (Oliveira et al. 2011). Uma única citocina pode agir 
em diversos tipos de células, fenômeno denominado pleiotropia. As citocinas são redundantes 
em suas atividades, ou seja, ações semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes 
citocinas (Oliveira et al. 2011; Guimarães et al. 2017).   
 








Cada citocina tem uma função específica, a maioria delas está envolvida na ativação 
ou supressão do sistema imunológico na indução de divisão de outras células, também 
possuem função na memória e são usadas como medicamento atuando em concentrações 
baixas, costumeiramente sua síntese ocorre após estimulação por toda substância que ao 
entrar em um organismo que seja capaz de se ligar a anticorpos ou a receptor de célula B 
(Curfs et al. 1997; Zhang 2007). 
As diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias: interferons 
(IFN-), interleucinas (IL), fator estimulador de colônias (CSF), fator de necrose tumoral 
(TNF-αe TNF-β), e fator de transformação de crescimento (TGF-β) (Sommer 2010; 
Guimarães et al. 2017). Algumas citocinas podem ter ações pró-inflamatórias (Th1- T helper 
cell 1) ou anti-inflamatórias (Th2 - T helper cell 2), de acordo com o microambiente no qual 
estão localizadas. Dentre as consideradas pró-inflamatórias, temos as interleucinas (IL) 1, 2, 
6, 7 e FNT (fator de necrose tumoral). As anti-inflamatórias são IL-4, IL-10, IL-13 e FTCβ 
(fator transformador de crescimento β) (Curfs et al. 1997; Sommer 2010; Oliveira et al. 2011; 
Leal et al. 2018). Em nosso trabalho avaliamos algumas delas, conforme descrito a seguir. 
Resumidamente: 
 
IL-2 Pró-inflamatória, contribui para a geração e a propagação de respostas imunológicas 
específicas do antígeno (Protti et al. 2013)  
IL-6 Pró-inflamatória, promove maturação e ativação de macrófagos, 
diferenciação/manutenção de linfócitos-T citotóxicos e células natural killer (NK) (Paz-Filho 








IL-12 Pró-inflamatória, estimula produção de IFN-γ, TNF e diminui a produção de IL-4 e 
IL-10, atua na diferenciação em linfócito T auxiliar tipo 1 e aumenta a atividade dos linfócitos 
T citotóxicos e NK (Gomes et al. 2014) 
IL-17 Pró-inflamatória, são produzidas por Linfócitos T auxiliar tipo 17 e estimula a 
produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6) (Lin et al. 2018) 
TNF-α Pró-inflamatória, atua como pró-inflamatória capaz de provocar a morte de células 
(apoptose) tumorais, com uma vasta gama de ações pró-inflamatórias, é secretado 
principalmente por macrófagos, no caso de mau funcionamento pode causar inflamações 
dolorosas, choque séptico, febre e citotoxicidade (Lin et al. 2018).  
IL-1β Pró-inflamatória, são moléculas proteicas, glicosiladas ou não, que enviam diversos 
sinais estimulatórios, modulatórios ou mesmo inibitórios para as diferentes células do sistema 
imune, possuem função na própria célula produtora, em células próximas e à distância. Atua 
na produção de inflamação sistêmica através da ativação da ciclooxigenase-2 (Gazzani e 
Grusak 2012).  
IFN-γ Pró-inflamatória, é produzido por linfócitos T e células NK quando estimulados por 
IL-12 ou IL-18, responsável por ativar macrófagos, regula a resposta inflamatória, 
potencializa outros interferons e modula a atividade dos linfócitos B, são mediadores da 
imunidade inata e da inflamação (Oliveira et al. 2011) 
 IL-4 Anti-inflamatória, produzida por linfócitos-T-CD4, trata-se de uma glicoproteína que 
tem na sua proliferação e diferenciação um importante papel em processos inflamatórios das 








IL-10 Anti-inflamatória, inibe as citocinas pró-inflamatórias, principalmente FNT, IL-1 e 
IL-6, são produzidas por macrófagos. Possuem características regulatórias e auto regulatórias, 
sendo estimulada a produzir mais IL-10 (Houschyar et al. 2016)  
IL-8 Quimiotática, por apresentar locomoção orientada e unidirecional ao longo de um 
gradiente químico, causado pela diferença de concentração de determinadas substâncias 
denominadas quimiotratores ou agentes quimiotáticos, que podem ser liberadas por tecidos 
lesados, geradas por sistemas enzimáticos presentes no plasma, formadas durante reações 
imunes ou liberadas por microrganismos (Cruvinel et al. 2010)  
 
 
3.2 Aminoácidos  
 
Aminoácidos são compostos quaternários de carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio 
(O) e nitrogénio (N) às vezes contêm enxofre (S), como a cisteína. A estrutura geral dos 
aminoácidos envolve um grupo amina e um grupo carboxilo, ambos ligados ao carbono α. O 
carbono α também é ligado a um hidrogénio e a uma cadeia lateral, que é representada pela 
letra R. O grupo R determina a identidade de um aminoácido específico (Hitchcock et al. 
2006).  
Os aminoácidos são classificados em polares, não polares e neutros, dependendo da 
natureza da cadeia lateral existem 20 aminoácidos principais, sendo denominados 
aminoácidos primários ou padrão, mas, além desses, existem alguns aminoácidos especiais, 








Desses 20, nove são ditos essenciais: isoleucina, leucina, valina, fenilalanina, 
metionina, treonina, triptofano, lisina e histidina. O organismo humano não é capaz de 
produzi-los, e por isso é necessária à sua ingestão através dos alimentos para evitar a sua 
deficiência no organismo (Pires et al. 2006). Os aminoácidos são moléculas anfóteras, ou seja, 
podem se comportar como ácido ou como base, liberando respectivamente nesta ordem (H+) 
ou (OH-) em uma reação química (Pérez e Labanda 2013)  
Para que as células possam produzir suas proteínas, elas precisam de aminoácidos, que 
podem ser obtidos a partir da alimentação ou serem produzidos pelo próprio organismo. Os 
aminoácidos podem ser classificados quanto ao radical e quanto ao seu destino, neste caso, a 
glicina pode ser considerada um suplemento nutricional (Tassinari et al. 2017). 
 
3.2.1 Glicina  
 
Em 1965, Aprison e Werman descobriram que a concentração da glicina na medula 
espinhal era bastante elevada. Associando este fato ao publicado alguns anos antes por Curtis 
e Watkins, que mostraram a aplicação de glicina em neurônios da medula espinhal, onde se 
originava uma inibição da transmissão sináptica, a transmissão é geralmente química, e o 
impulso no axônio pré-sináptico causa liberação de um neurotransmissor na terminação pré-
sináptica. Este mediador químico é liberado na fenda sináptica e se liga a receptores 
específicos na célula pós-sináptica. Em algumas sinapses, a transmissão é puramente elétrica e 
em outras é elétrica-química (Curtis e Watkins 1960), começaram a surgir indícios de que a 








A glicina pode participar em diversos processos metabólicos e é sintetizada a partir da 
glucose, apesar do seu precursor imediato ser a serina (ver Fig. 3.2) (Siegel et al. 1989). Por 
sua ação nos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), glicina tem uma ação excitatória. No 
entanto, quando atuando em receptores específicos de glicina, tais como são vistos na medula, 
a glicina tem efeito inibitório. Estes receptores aumentam a condutância de cloro. 
 
Figura 3.2- Biossíntese da glicina a partir da serina pela enzima serina-hidroxi-metil-transferase, ambas as 
fórmulas estruturais (serina e glicina) representam o estado de ionização que predomina a pH 7. A fração 
selecionada (rosa) identifica o grupo R característico de cada um dos aminoácidos, enquanto que a restante 
estrutura é comum a todos eles, adaptado (Nelson e Cox 2000). 
 
A glicina é um aminoácido simples, presente em vários alimentos, não essencial, 
formado por uma molécula de carbono ligada a um grupo amino e a um grupo carboxil, com a 
fórmula molecular C2H5NO2 e massa molar de: 75,07 g/mol e solubilidade de 225g/L (Davis 
et al. 1993; Davis et al. 1994; Zhong et al. 1998; Reeds et al. 2007).   
A dose descrita de glicina a ser utilizada para prevenção da lesão causada por 
isquemia e reperfusão intestinal é de 0,5 a 3 mg por grama de peso corporal (Davis et al. 
1993; Zhong et al. 1998; Lee et al. 2001; Zhong et al. 2003), sua função na medula espinhal é 
mediada por interneurônios inibitórios chamados de células de Renshaw. Estas células são 
ativadas por motoneurônios colaterais e inibem sua ativação e, são importantes porque 
limitam a ativação dos motoneurônios permitindo o relaxamento muscular (Lee et al. 2001; 








 3.2.2 Mecanismos de ação da Glicina 
  
Ela tem efeito anti-inflamatório, imunomodulador e citoprotetor, protege contra o 
choque causado tanto por hemorragia como por endotoxinas (Zhong et al. 1998), previne a 
lesão por isquemia de reperfusão (retorno do sangue aos órgãos e locais privados dele) em 
uma variedade de órgãos e em tecidos como fígado, rim, coração, intestino e músculo 
esquelético; e diminui a lesão renal e hepática causada por drogas (Zhong et al. 1998; Zhong 
et al. 2003).  
O mecanismo proposto para a atuação da glicina é pela supressão da sinalização do 
cálcio, pois a membrana plasmática ativa o canal de cloro que estabiliza ou hiperpolariza o 
potencial da membrana, e como consequência bloqueia a entrada de cálcio intracelular que 
iria estimular o efeito cascata de produção de citocinas, causando inibição das células que 
ativam o processo inflamatório, muito provavelmente bloqueando a ativação de NF-KB (Fator 
nuclear kappa Beta) e TNF-α (Fator de necrose tumoral Alfa) (Zhong et al. 2003), levando a 
diminuição de radicais livres e outros mediadores (Mauriz et al. 2001). 
A dose descrida de glicina usada para a prevenção de lesões é de 0,5 a 3 mg por 
quilograma de peso corporal (Davis et al. 1993; Davis et al.1994; Zhong et al. 1998). 
Na literatura também tem relatado os efeitos da glicina na enterocolite necrotizante 
ECN (Chinen et al. 2010), uma doença inflamatória intestinal que atinge recém-nascidos 
prematuros (Lee et al. 2002). Sabe-se que no colostro contém glicina e ela atua como agente 
anti-inflamatório, podendo ser uma alternativa para terapêuticas em processos infecciosos 
e/ou inflamatórios (Fagundes et al. 2012). É provável que a glicina presente na secreção 








A síntese de proteínas acontece somente nos ribossomos, no interior da célula. No 
entanto, centenas de tipos diferentes de proteínas possuem funções no meio extracelular como 
anticorpos, hormônios, enzimas e proteínas estruturais. As proteínas secretadas são 
sintetizadas no interior da célula e chegam no ambiente extracelular por meio de uma vesícula 
de transporte e de secreção. A síntese e secreção celular desempenham papel fundamental em 
mecanismos como: moléculas essenciais para a defesa (citocinas) são sintetizadas e secretadas 
por diferentes células deste sistema (Houschyar et al. 2016; Oliveira Júnior et al. 2016). 
Estudos em modelos animais mostraram que a glicina atua como moduladora da 
cascata inflamatória sistêmica (Figueiredo et al. 2009). Contudo, a dieta pode ser importante 
na saúde humana e na etiopatogenia de várias doenças, nesse sentido, a glicina é considerada 
um imunonutriente (Leandro et al. 2006).  
Além do valor nutricional os alimentos são considerados também por os seus efeitos 
potenciais na prevenção e/ou proteção contra doenças crônicas graves, síndrome metabólica, e 
processos inflamatórios (Gazzani e Grusak 2012). 
A glicina é um aminoácido que exibe importantes atividades biológicas, melhora a 
microcirculação e auxilia na inibição de Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-
1 beta (IL-1β) (Figueiredo et al. 2009; Hartog et al. 2007).  
Estudos em suínos, mostraram que os efeitos benéficos de alguns imunonutrientes 
podem proteger os tecidos de inflamação e lesão por agentes endógenos e exógenos por 
exemplo, peróxido de hidrogênio e lipopolissacarídeos (LPS) pode resultar, em parte, a partir 
da sua ação na regulação do metabolismo de aminoácidos nas células para favorecer a síntese 
de glutationa (um antioxidante importante de baixo peso molecular) a partir de cisteína, 








Estudos em ratos mostraram que o tetra-peptídeo leucina-glutamina-glicina-valina-β 
(LQGV) relacionado a cadeia de gonadotrofina coriônica humana reduz hemorragia e 
síndrome da resposta inflamatória sistêmica induzida por (LPS), contudo, seus mecanismos 
de ação ainda não são totalmente compreendidos (Zee et al. 2010). Por meio da combinação 
in vivo, in vitro, ex vivo demonstrou-se que LQGV estimula ativamente a produção de 
corticosterona em ratos e assim suprime a inflamação in vivo (Zee et al. 2010). 
A glicina já demonstrou sua capacidade de proteger o intestino contra a lesão causada 
por isquemia e reperfusão em modelos de oclusão mesentérica e em transplantes de intestino 
(Mangino et al. 1996; Zhong et al. 2003). Ela é considerada um agente anti-inflamatório, 
imunomodulador e com função citoprotetora direta (Lee et al. 2002; Zhong et al. 2003), em 
experimento com animais em que se provocou oclusão da artéria mesentérica, demonstrou-se 
que a infusão mesentérica local de glicina aumentou o conteúdo proteico e o DNA da mucosa, 
diminuiu a atividade da mieloperoxidase intestinal, e manteve a atividade da glutaminase na 
mucosa (Kallakuri et al. 2003).  
Outros dois estudos, também com um modelo de isquemia e reperfusão intestinal em 
ratos, demonstrou o efeito protetor da glicina, usada em infusão intravenosa sistêmica, ao 
diminuir a apoptose celular (Jacob et al. 2003) e preservar a integridade e contratilidade da 
parede intestinal (Kallakuri et al. 2003). 
A glicina é facilmente administrada por meio de suplementação e infusões 
intravenosas de manutenção basal do metabolismo ou como componente de soluções de 
nutrição parenteral total, pode também ser utilizada por via oral, tendo sido observada uma 









3.3 Polímeros  
 
Polímeros são moléculas naturais ou sintéticas, caracterizadas pela repetição múltipla 
de uma ou mais espécies de átomos ou grupos de átomos, ligados uns aos outros em 
quantidades suficientes para fornecer um conjunto de propriedades (Andrade 2002). São 
versáteis, podem ser aplicados em diversas áreas e são empregados como excipientes de 
preparações medicamentosas (Villanova et al. 2010).  
  
3.3.1 Polimerização  
Os polímeros naturais são aqueles que já existem normalmente na natureza, enquanto 
que os sintéticos são compostos orgânicos produzidos por reação de polimerização de 
moléculas simples. São obtidos pela união de monômeros à molécula em crescimento, uma de 
cada vez. A sua produção é feita de modo a se formarem longas cadeias orgânicas (Salvador 
2000).  
 
Fig. 3.3 – Formação do polímero sintético (Salvador 2000) 
 
3.3.2  Propriedades e características do PEG 6000 
 
Em tamanhos abaixo de 100.000 Da, o PEG é considerado anfifílico e são solúveis em 








tolueno, acetona e clorofórmio (Chen et al. 2011). Isto permite a montagem de PEG na 
superfície dos íons usando uma variedade de mecanismos químicos que requerem o uso de 
solventes, seja aquoso ou orgânico (Chiou e Riegelman 1971; Ford 1986). Estes materiais 
estão disponíveis numa vasta gama de peso molecular que variam de líquidos à temperatura 
ambiente (PEG200-600), semissólidos (PEG1500), sólidos semicristalinos (PEG3000-20.000) 
resinosos e sólidos para maior peso molecular > 100.000(Chiou e Riegelman 1971; Ford 
1986). 
Biocompatibilidade do PEG: Trata-se de um polímero linear, sintético e biocompatível 
com o sistema biológico, que pode ser preparado com uma vasta gama de tamanhos e grupos 
funcionais terminais (Mahato 2004; Chen et al. 2011). São moléculas neutras, hidrofílicas em 
fluidos biológicos, os quais ajudam a melhorar o tempo de circulação no sangue e 
dispersividade. Durante décadas variações deste polímero têm sido usado clinicamente como 
excipientes em formulações farmacêuticas aprovados pela Food and Drug Administration 
(FDA) (Fuertes e Abuchowski 1990).  
 
3.3.3  Polietilenoglicol 6000 (PEG)  
O Polietilenoglicol (PEG) consiste numa mistura de polímeros de fórmula química 
geral H-OCH2-CH)-OH com uma massa molecular relativa média da ordem de 6000. Sua 
fórmula química é (C2H4O)n H2O (n = número de unidades de óxido de etileno que 
correspondem a uma massa molecular de 6000 u.m.a. (Unidade de massa atômica), ou seja, 
cerca de 140) e massa: 76,10 g/mol descrito como sólido branco ou esbranquiçado de 
aparência cerosa ou parafínica. Muito solúvel em água, com intervalo de fusão entre 55ºC e 








em água: 550 g/l, apresenta excelente versatilidade, sendo usado na área farmacêutica, 
biomédica, alimentos, química, física e engenharia (Huang et al. 1999; Park e Kim 2004; 
Chen et al. 2011). 
 
Figura 3.4- Estrutura química do polietilenoglicol (Salvador 2000) 
 
3.3.4 Sistemas de entrega e Polietilenoglicol  
 
Há uma importância nos sistemas de liberação de princípios ativos, pelo fato de que 
dificilmente um fármaco administrado em um organismo consegue atingir um alvo específico 
em concentrações adequadas para promover o efeito terapêutico necessário, isso se deve aos 
obstáculos naturais de diversas naturezas como: anatômicos, biológicos, bioquímicos, físicos 
e químicos. Eles devem ser vencidos para se ter o efeito esperado. Uma parte em cada dez mil 
de um fármaco, de uso injetável, no modo intravenoso consegue alcançar seu alvo celular, 
quando este se encontra em sítios mais profundos (Geraldo et al. 2013). 
A nanotecnologia tem produtos e protocolos aplicados em diversas áreas como: Saúde, 
odontológica, farmacológica e biomédica, essa nova tecnologia é capaz transportar a droga até 
o órgão ou célula doente, administrando-a de forma gradual e controlada. Isso representa um 
avanço em relação ao tratamento convencional (Herrera et al. 2017). 
A evolução em tecnologia no desenvolvimento de métodos e produtos tecnológicos 








capazes de regular a taxa de liberação dos fármacos, promover a duração sustentada da ação 
terapêutica, e/ou a vetorização em um tecido específico (Nandita e Sudip 2003).  
Os sistemas de liberação modificada constituem mecanismos que não são retardados 
ou prolongados, é uma alternativa para regular a duração do efeito de agentes terapêuticos 
(Qiu et al. 2013). Na liberação controlada, o fármaco é combinado com excipientes capazes 
de modular a liberação, sendo os polímeros os mais utilizados na produção desses sistemas 
(Hara et al. 2013; Guimarães et al. 2013a). 
Na farmacopeia brasileira se define forma farmacêutica de liberação prolongada como 
aquela que permite a redução na frequência de administração (ANVISA 2010). 
Devido à sua natureza hidrofílica, o polietilenoglicol (PEG) tem sido de grande 
interesse para a entrega de vários compostos bioativos com valor terapêutico (Elvassore et al. 
2001; Chen et al. 2011). A adição de fármacos na superfície das partículas de (PEG) podem 
permitir sua estabilização no trato gastrintestinal (TGI) devido à inibição de adsorção de 
proteínas do plasma, e pode melhorar o transporte de drogas através do epitélio intestinal 
(Calceti et al. 1990; Chen et al. 2011). 
Nos últimos anos houve uma grande inovação tecnológica na área de desenvolvimento 
de produtos biofarmacêuticos (Fuertes e Abuchowski 1990), propuseram uma terapia 
chamada de PEGlação, em que há um acoplamento covalente de polietilenoglicol (PEG) às 
cadeias de drogas, que por sua vez, aumenta o raio hidrodinâmico de uma formulação 
biofarmacêutica e protege a sua superfície em direção à periferia (Ruan e Feng 2003). Assim, 
a estabilidade destes conjugados em relação a enzimas (proteases) é aumentada, sua 








Sistemas de liberação só são possíveis por meio de vetores que permitam este controle. 
Dentre os vetores que apresentam esta função, destacam-se as partículas, estas podem ser de 
dois tipos: esferas ou cápsulas (Ruan e Feng 2003).  Nas cápsulas, o núcleo é composto pela 
substância ativa, apresenta ao seu redor um invólucro da matriz utilizada na encapsulação. Por 
outro lado, nas esferas o princípio ativo encontra-se disperso, seja por retenção ou adsorção à 
matriz (Abdelwahed et al. 2003). 
PEG é candidato a formulação de nanopartículas carreadoras de drogas, aminoácidos e 
proteínas (Dorati et al. 2007). Estas partículas têm a capacidade de não serem reconhecidas 
pelo sistema imunológico e podem circular por períodos de tempo longos no organismo, 
aumentando sua vida útil e eficiência terapêutica (Ruan e Feng 2003; Dorati et al. 2007). 
Estas partículas poliméricas possuem a capacidade de adsorção a compostos orgânicos, 
modificando ou melhorando funções biológicas (Scott et al. 2010). 
O (PEG) tem sido amplamente aplicado nas áreas biomédicas como carreadores por 
não ser tóxico, ser solúvel em água e apresentar atividade anticoagulante (Chen et al. 2011). 
Outro fator importante a ser considerado, é o fato de que o Polietilenoglicol foi aprovado para 
consumo humano em aditivos alimentares pela ANVISA (portaria nº 912/MS/SVS - D.O.U. 
18/11/98). 
Considerando o papel distinto em relação às linhagens celulares, a glicina atua em 
processos inflamatórios. As características do PEG como um importante sistema de liberação 
de componentes bioativos, é possível prospectar que a adsorção deste aminoácido às 
nanopartículas de PEG possa modular as funções de células do sistema imunológico, e 








imunomoduladores celulares na atividade anti-inflamatórias, na presença de glicina adsorvida 


























MATERIAL e MÉTODOS 
 
Este capítulo descreve o processo de síntese do complexo Gly@PEG/NPs e sua 
suspensão em meio aquoso, bem como as técnicas e condições empregadas na caracterização 
das amostras e nos ensaios biológicos. 
 
4.1 Síntese e Preparações das Nanopartículas de PEG (PEG/NPs)  
  
As nanopartículas de PEG (PEG/NPs) foram obtidas a partir de Polietilenoglicol 6000, 
(Polietileno glicol 6000 Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) pH= 6.8 usando uma modificação do 
método descrito (Scott et al. 2010; Fagundes et al. 2012; Hara et al. 2013; Guimarães et al. 
2013a). A síntese foi realizada no laboratório de química da UnB, no Instituto de física.  
O PEG 6000 (10 g) foi diluído em100 mL de tampão fosfato salino (PBS) (0.016 
molL-1) e incubado por 45 min a 45ºC em banho-maria. Em seguida foi preparada uma 
solução de sulfato de sódio a 2% em PBS e adicionado por gotejamento 100µL. Após a 
incubação, as soluções de PEG foram diluídas 3:1 em PBS sob rigorosa agitação adicionando 
100µL de sulfato de sódio (UltraTurrax IKA T25/Sonda de Ultrassom 10 minutos). Em 
seguida foi realizado tratamento térmico por 30 minutos a 45ºC (banho maria) para favorecer 
a triagem em tamanho.  Posteriormente o preparado foi centrifugado por 15 minutos a 15.000 








induzir termicamente a formação de nanopartículas por 7 minutos à 97ºC em banho-maria. 
Posteriormente, a solução de glicina (Dinâmica®Química Contemporânea Ltda), pH= 5,1 foi 
ajustado para 6,4 e incubado volume a volume, na concentração de 10-3 molL-1 junto à 
nanopartículas de PEG a 37ºC por 30 minutos. 
A fim de investigar o efeito do teor de Gly no complexo Gly@PEG/NPs, foram 
preparadas três soluções de Gly em PBS nas seguintes concentrações: 0,001, 0,1 e 1,0 molL-1. 
Sob agitação a 37ºC por 30 minutos, as soluções de Gly foram adicionadas na suspensão 
coloidal de PEG/NPs como preparada (volume-a-volume). As amostras resultantes foram 
nomeadas xGly@PEG/ NP, com x = 1, 2 e 3 significando Gly em PBS a 0,001, 0,1 e 1,0 
mol/L, respectivamente. Para investigar a reprodutibilidade do protocolo de síntese e a 
estabilidade dos PEG/NPs, a síntese foi repetida 20 vezes e os resultados foram analisados 
quanto ao diâmetro hidrodinâmico e carga superficial por meio do espalhamento dinâmico de 
luz (DDLS) e potencial Zeta (ζ).  
 
4.1.1 Caracterização física dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs  
 
O diâmetro hidrodinâmico (DDLS) e o potencial zeta (ξ) dos complexos 
xGly@PEG/PEG foi avaliado em suspensão coloidal, usando um sistema Zetasizer Nano-ZS 
(Malvern Instruments, UK). O estudo da morfologia do sistema PEG/NPs foi avaliado usando 
microscopia óptica de alta resolução por microscopia eletrônica de Varredura (MEV) e 











4.1.2 Caracterização dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs quanto às suas 
propriedades físico-químicas. 
 
- Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)  
 
A caracterização físico-química dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs e da Gly 
pura foram realizados por meio da técnica de espectroscopia de Infravermelho por 
transformada de Fourier (FTIR) utilizando um espectro de FTIR modelo Vertex 70 (Bruker). 
Amostras foram maceradas com KBr seco e limpo, originando pastilhas de KBr. Os espectros 
de infravermelho, foram obtidos na região de 4000 – 400 cm-1, com resolução de 2 cm-1, via 
análise média de 32 scans.  
 
- Espectroscopia Raman normal e Espectroscopia Raman intensificada por superfície 
(SERS)  
 
O coloide de prata usado nos experimentos SERS foi preparado segundo a literatura 
reduzindo AgNO3 com excesso de Na3C6H5O7 (Lee e Meisel 1982). Em suma, o AgNO3 foi 
dissolvido em água destilada (0,1 mg/mL). Em seguida, uma solução aquosa de citrato de 
sódio (10 mg/mL) foi adicionada sob vigorosa agitação. A solução foi mantida sob ebulição 
por 15 min e resfriada pela adição da água destilada. Este protocolo leva a coloides de prata 
estáveis por várias semanas quando são mantidas à temperatura ambiente. Para estudos SERS, 








Espectros Raman foram imediatamente gravados. Para comparação, 25 µL do 
xGly@PEG/NPs. A amostra de NPs foi diluída em 25 µL de água destilada para serem 
medidas e Espectros SERS foram obtidos. Para investigar o efeito da interação entre as 
nanopartículas de prata e a molécula de Gly livre (não adsorvida em NP/PEG) foi preparada 
uma solução 0,1 mol/L de Gly livre em água destilada. Então, 25 µL da solução de Gly livre 
foi diluída em 25 µL de coloide de prata e espectros SERS foram obtidos. Adicionalmente, 25 
µL de solução Gly livre foram diluídos em 25 µL de água destilada para medições de 
espectros de Raman normal. O laser foi focado nas amostras usando um microscópio 
OLYMPYS com uma objetiva 50 X (Objetiva N.A 0.75). A luz espalhada era coletada na 
configuração de retroespalhamento e analisados em um espectrômetro triplo (Jobin Yvon 
Modelo T64000) equipado com um detector CCD. Foi utilizado um laser de argônio na linha 
de 532 nm para iluminar a amostra com uma potência óptica de 20 mW. 
 
4.2 - Ensaios Biológicos 
 
4.2.2 Cultura de células 
  
4.2.2a Obtenção de células da linhagem RAW 264.7 (Macrófagos) 
 
A linhagem celular utilizada foi de camundongo RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™), 
ATCC® Number: TIB-71™, Organism: Mus musculus, mouse. Tissue: Abelson Murine 
Leukemia Virus-Induced Tumor; Ascites Cell Type: Macrophage Disease: Abelson Murine 








garrafas de poliestireno T75, com meio de cultura DMEM suplementado com 10% soro fetal 
bovino (SFB) e 1% de antibiótico (PEN/STREP). O meio de cultura da garrafa foi trocada a 
cada 24 horas (adicionar 10 mL de meio suplementado). Até a cultura atingir 80% de 
confluência, descartartou-se o meio e adicionar 3 mL de meio suplementado. As células foram 
retiradas da garrafa com a ajuda de um scraper e determinado o número de células e a 
viabilidade celular utilizando câmara de Neubauer e solução de azul de tripan.  
 
4.2.2b Obtenção de amostras (Macrófagos do colostro humano) 
 
Amostras contendo 15 ml de colostro foram coletados de mulheres clinicamente 
saudáveis com idades entre 18 e 30 anos, todas cadastradas no sistema de saúde de Barra do 
Garças, Mato Grosso, Brasil, mediante autorização e consentimento por escrito, totalizando 
um sujeito amostral de 𝑁 = 18. Todas as mães tinham dado à luz a neonatos saudáveis. 
Amostras de colostro foram coletadas em tubos de plástico estéril entre 48 e 72 horas pós-
parto. Todos os procedimentos foram submetidos ao comitê de ética para avaliação e 
receberam aprovação, autorização do comitê de ética em anexo. 
 
4.2.2c Separação das Células (macrófagos) do Colostro humano  
 
Após a coleta em tubos de plástico estéreis de cada doadora, as amostras foram 
centrifugadas a (160×g, 4°C) por 10 minutos, onde separou-se o colostro em três fases 
distintas: uma lâmina celular, uma fase aquosa intermédia e um sobrenadante contendo 








separadas por um gradiente de concentração, Ficoll-Paque (Pharmacia, Upsala, Suécia), 
produzindo preparações com 48% de células mononucleares puras analisadas por microscopia 
óptica e citometria de fluxo. Os macrófagos purificados foram ressuspensos em solução de 
PBS isento de soro a uma concentração final de 2×106 células L-1. 
 
4.2.3 Análise in vitro da citotoxicidade dos complexos Gly, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs  
 
Para determinar a viabilidade celular após 24 h de incubação com Gly (0,001 – 1 
molL-1), PEG/NPs (0,016 mmol/L) e xGly@PEG/NPs (x = 0,001 – 1 mol/L), foi utilizado o 
método de avaliação colorimétrica de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-
tetrazólio (MTT), descrita por (Mosmann et al. 1983). Resumidamente, Células em placa de 
96 poços (2 x 104 células/poço) foram semeadas durante 24 h, a 37oC, em 5% CO2 e 80% de 
umidade. Após 24 h de tratamento, o meio foi retirado e 150 mL de solução de MTT (0,5 
mg/mL em meio DMEM suplementado).  A solução contendo MTT foi removida após duas 
horas. Adicionou-se 100 µL de DMSO ao meio celular e mediu-se a densidade óptica de cada 
poço utilizando-se a linha 595 nm com um espectrofotómetro conjugado com um leitor de 
microplacas (Bio-rad, Hercules-CA, EUA). 
 
4.2.4 Obtenção da Espécie Escherichia coli 
A Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) foi isolada das fezes de uma criança com 
diarreia (sorotipo 0111:H-, LA +, eae+, EAF+, bfp+). Este material foi preparado e ajustado 










4.2.5 Estudos de Imunomodulação e quantificação de citocinas expressas por 
macrófagos do colostro humano quando tratadas com Gly pura e com os complexos 
PEG/NPs e Gly@PEG/NPs  
 
Para os ensaios biológicos com os imunomoduladores foram utilizadas linhagens 
celulares marcadas com CD-14, marcador de fluorescência. A linhagem foi cultivada de 
acordo com (França et al. 2016). Resumidamente: a modulação dos fagócitos do colostro por 
glicina, nanopartículas de polietilenoglicol e Gly@PEG/NPs. Os fagócitos (2 x106 cels/ml) 
serão incubados por uma hora a 37ºC. Em seguida foram realizados os ensaios de viabilidade 
celular, liberação do ânion superóxido, de liberação de cálcio intracelular e fagocitose e 
atividade microbicida. 
As avaliações foram realizadas no Citômetro de Fluxo (FACSCalibur) equipado com 
o laser de íon argônio (488nm), detectores de dispersão para tamanho (FSC – forward scatter) 
e complexidade interna (SSC – side scatter) e detectores de emissão de fluorescência FL1 
(515-545 nm), FL2 (564-606 nm) e FL3 (670 nm).  
Quantificação das Citocinas: As concentrações de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL – 8, 
IL-10, IL – 12, IL - 17 TNF, IFN-γ e IL-1β) foram avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead 
Array” (CBA, BD Bioscience, USA). As análises destas citocinas serão realizadas através de 
citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience, USA). Os dados foram analisados através 
do software FCAP Array (BD Bioscience, USA). O Kit BD Cytometric Bead Array (CBA) 
que permite em um único teste a determinação simultânea de várias citocinas em uma mesma 








IL – 12, IL - 17 TNF, IFN-γ e IL-1β. Foram utilizados 50 μL de amostra, 50 μL da mistura de 
beads e 50 μL do reagente de detecção PE – Phico eritrina (E1)- Detector do controle positivo 
e FITC (E2)– Detector do controle positivo. Os resultados foram gerados em gráficos e 
tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).  
 
4.2.6 Avaliação da fagocitose e atividade microbicida de macrófagos do colostro humano 
quando tratadas com os Gly pura e com os complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs  
 
Para avaliar a atividade fagocitária e microbicida dos macrófagos do colostro humano 
foi utilizada a bactéria Escherichia coli (EPEC), isolada das fezes de uma criança com 
diarreia (sorotipo 0111: H-, LA*, eae*, EAF*, bfp*). Este material foi preparado e ajustado 
na concentração de 107 bactérias/ml, como descrito por (Honorio-França et al.1997). O 
percentual de fagocitose foi determinado pelo exame microscópico das células coradas com 
acridina laranja. 
A fagocitose e a atividade microbicida serão avaliadas pelo método de alaranjado de 
acridina (Bellinati-Pires et al. 1989). Volumes iguais de bactérias e de suspensões de células 
serão misturadas e incubadas a 37 °C durante 30 min sob agitação contínua. Fagocitose será 
interrompida por controle de temperatura com auxílio de incubação em gelo. Para eliminar as 
bactérias extracelulares, as suspensões serão centrifugadas duas vezes (160 x g, 10 min, 4 °C). 
As células foram ressuspensas em meio isento de soro 199 e centrifugadas. O sobrenadante 
foi desprezado e o sedimento tingido com 200 µL de alaranjado de acridina (Sigma, St. Louis, 
EUA; 14,4 g L-1), rigorosamente durante 1 min. O sedimento foi ressuspendido em meio 199 








imunofluorescência com ampliação de 400x e 1000x. O índice de fagocitose foi calculado 
através da contagem do número de células de pelo menos 1000 células, ingerindo bactérias 
em uma associação de 100 células. Para determinar o índice bactericida, as lâminas foram 
coradas com laranjado de acridina e contadas, por meio de células mortas, vivas e em 
atividade fagocítica por macrófagos. O índice bactericida foi calculado como a razão de 
coloração (laranja –morta;  verde- vivo) x 100 bactérias (França et al. 2011a). Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata. 
 
4.3 Análise estatística 
 
As análises estatísticas da Viabilidade Celular, Fagocitose, Atividade Microbicida, e 
produção de Citocinas foram realizadas através de análise de variância (ANOVA) calculando 
a estatística F. Em seguida por comparações múltiplas pelo teste de Bonferroni. As 
estatísticas foram consideradas significativas quando o “p valor” foi menor que 0,05 (p < 















Capítulo 5 – Resultados e discussão 
 
 
5.1 - Caracterização Físico-química e morfológica do complexo 
Gly@PEG/NP (Guimarães et al. 2018a) 
 
 
Neste estudo, a análise do complexo Gly@PEG/NP, foi realizado por Espalhamento 
de Luz Dinâmico (DLS), Potencial Zeta, Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), 
Microscopia Eletrônica Transmissão (MET), Espectroscopia de Infravermelho com 
transformada de Fourrier (FTIR) Espectroscopia Raman Normal, Espectroscopia Raman 
intensificada por superficie (SERS). Os estudos e ensaios biológicos foram avaliados a 
viabilidade celular pelo método de MTT para as células RAW e macrófagos do colostro 
humano. Para os estudos da fagocitose em macrófagos do colostro humano foi utilizado o 
método e alaranjado de Acridina. A avaliação da produção de citocinas foram realizados nos 
ensaios de Imunomodulação por citometria de fluxo. Neste estudo verificou-se a síntese de 
estuturas nanoparticuladas de polietilenoglicol 6000 (PEG) de tamanho aproximado de 100 
nm, que se constitui no ineditismo de parte do trabalho, e que foi capaz de promover a 
adsorção de nanopartículas de PEG a  glicina. Foi possível observar também a caracterização 












5.1.1 - Caracterização morfológica dos complexos Gly@PEG/NPs por MEV e MET 
 
  A Fig. 5.1 mostra as micrografias típicas de Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV) e de Transmissão (MET) das amostras Gly@PEG/NPs. Verificou-se que tanto o 
complexo Gly@PEG/NPs quanto o PEG/NPs possuem morfologia similar. As imagens de 
MEV da suspensão coloidal seca da amostra de 2Gly@PEG/NPs (ver Fig. 5.1 (a)) mostram a 
formação de estruturas parcialmente organizadas, provavelmente construídas por interação 
elétrica dipolo-dipolo resultante da carga superficial das nanopartículas de PEG Além disso, 
as imagens MEV também mostram que as nanopartículas de PEG têm formas não esféricas, 
que provavelmente se originaram da fusão de duas ou mais NPs, durante o processo de 
secagem. O histograma de tamanho de partícula, como mostrado na Fig. 5.1 (b), revela NPs 
com um diâmetro médio de DTEM = 54,3 nm e índice de polidispersão de MET = 0,16. O 
diâmetro das nanopartículas (DMET) foi determinado levando-se em conta o comprimento do 
segmento unindo as duas extremidades da nanopartícula e passando pelo centro de massa. As 
medições de DLS permitiram avaliar tanto o diâmetro hidrodinâmico quanto o potencial zeta 
das PEG/NPs. Foi encontrado um diâmetro hidrodinâmico (DDLS) e um potencial zeta (ξ ) 324 
± 30 nm e -1,2 ± 0,2 mV, respectivamente. Além disso, apesar de mostrar um diâmetro 
hidrodinâmico semelhante, ~320 ± 35 nm, as amostras de Gly@PEG/NPs, com x = 1, 2 e 3 
revelaram ξ com valores de -1.3±0,2, -10,3±0,2 e -13,5±0,2 mV, respectivamente. Os valores 
de DDLS avaliados são maiores que o valor de DMET devido à solvatação das nanopartículas 
em meio aquoso via ligação de hidrogênio entre moléculas de água do meio e os terminais 
moleculares presentes na superfície das nanopartículas de PEG Os dados mostraram que o 








-13,5 mV, para amostras de PEG/NPs adsorvidas com 0,1 e 1,0 molL-1, respectivamente. O 
aumento negativo das cargas não somente revela que as PEG/NPs foram carregadas com 
sucesso, mas também suporta hipótese de que os grupos carboxil (COO-) e da Gly-adsorvida 
nas PEG/NPs estão virados para o exterior em direção ao meio aquoso. 
A micrografia MET da amostra de 2Gly@PEG/NPs (Fig. 5.1(c)) mostra aglomerados 
de PEG/NPs os quais estão heterogeneamente dispersos. A presença de aglomerados é 
provavelmente uma consequência da preparação da amostra durante o processo de secagem. 
Imagens de seções ultrafinas obtidas por HRTEM são mostradas na Fig 5.1 (d–f). Essas 
imagens demonstram a coexistência de fases amorfas e cristalinas, que são comumente 
observadas em muitas redes de polímeros interpenetrantes (IPNs) (Bai et al. 2006; Passos et 
al. 2016). A Fig. 5.1 (f) mostra alguns poros circulares irregulares com cascas cristalizadas 
formadas por seis a doze camadas treliçadas. As camadas se entrelaçam, interpenetram ou se 
fundem ao longo de bordas adjacentes. A Fig. 5.1 (g) exibe um padrão de difração de cristal 












Figura 5.1. (a) imagem SEM e (b) histograma de tamanho de partícula da amostra 2Gly@PEG/NPs. (c) e (d) 










5.1.2 – Estudo da Estabilidade dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs por DLS    
 
Com o objetivo de avaliar a estabilidade estrutural dos complexos PEG/NPs e 
Gly@PEG/NPs medidas de potencial zeta e diâmetro hidrodinâmico foram realizadas em 
diferentes tempos pós-preparação das amostras (t = 0, 15, 30, 45 e 60 dias). Os resultados 
desses experimentos são mostrados na Tabela 5.1.  
 
Tabela 5.1 Diâmetro hidrodinâmico e potencial zeta dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs em função do 
tempo de pós-preparação.  
Amostras  0  15(dias) 30(dias) 45(dias) 60(dias) 
Dh/nm ξ/mV Dh/nm ξ/mV Dh/nm ξ/mV Dh/nm ξ/mV Dh/nm ξ/mV 
PEG/NPs 191±11 -1.2 197±11 -3,7 324±30 -1.2 349±22 -1,3 549±34 -1.9 
1Gly@PEG/NPs  209±12 -1.6 214±14 -2,9 320±35 -1,3 355±28 -1,9 557±32 -1.4 
2Gly@PEG/NPs  213±14 -11,9 218±16 -14,7 340±44 -10,3 371±47 -10,1 571±37 -8,9 
3Gly@PEG/NPs  229±14 -9,5 234±16 -11,4 356±24 -13,5 391±25 -9,2 599±45 -9,7 
 
 Como pode ser verificado na Tabela 5.1, verifica-se que enquanto o potencial zeta se 
mantem praticamente constante o diâmetro hidrodinâmico cresce com aumento do tempo de 
pós-preparação.    
 
5.1.3 Propriedades ópticas dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs 
 
A Fig 5.2(a) mostra os espectros de FTIR dos complexos PEG/NPs (i) e 
2Gly@PEG/NPs (ii), e para comparação o espectro da Gly livre é mostrado em (iii). O 








1640 e 3440 cm-1, respectivamente associados aos modos bending e stretching do grupo 
hidroxila OH. Na Fig. 5.2 (a – i) as bandas em torno de 2880, 1465/1342 e 1242 cm-1 são 
devidos, respectivamente, aos modos vibracionais stretching, bending e twisting do metileno 
C-H (Catauro et al. 2014). As bandas em torno de 950 e 1110 cm-1 estão associados aos 
modos stretching das ligações C – C e C – O, respectivamente. Finalmente, as bandas em 
torno de 533 e 860 cm-1 correspondem às vibrações do esqueleto da molécula de PEG.  
Comparando os espectros de FTIR das amostras PEG/NPs, 2Gly@PEG/NPs e Gly 
livre (Fig. 5.2 (a), verifica-se que a maior parte dos modos vibracionais estão associados com 
Gly zwiterionica (Rosado et al. 1998). Evidências dos modos de vibração da molécula PEG 
somente são encontrados em torno de 1110 cm-1 devido a ligação (C-O) e 1342 e 1465 cm-1, 
os dois últimos associados com modo bending do  metileno C – H. Em relação aos modos 
vibracionais da Gly, após o carregamento no PEG, foram encontradas bandas relacionadas a 
vibrações dos átomos ligados ao esqueleto em 505 e 893 cm-1, atribuídos respectivamente aos 
modos t(CCO) e (C–C), bem como aos modos stretching simétrico do carboxilato  s(COO-) 
em torno de 1412 cm-1, esse último aproximadamente inalterado (ver Fig. 5.2(b) – banda 
enfatizada em preto). Por outro lado, foi verificado que após a adsorção em PEG os modos 
vibracionais assimétrica da Gly as(COO-) e das as(NH3+) - enfatizados em preto e cinza em 
Fig. 5.2(b)), são deslocados para maiores energias em 21 e 24 cm-1, respectivamente. 
Diferentemente, o modo bending simétrico Gly atribuído ao grupo amino s(NH3+) está 
deslocado para menores energias com sua intensidade relativa intensamente reduzida. Esses 
resultados sugerem que as moléculas de Gly estão interagindo com as cadeias poliméricas do 









Fig. 5.2 (a) Espectros de FTIR dos complexos: (i) PEG/NPs, (ii) 2Gly@PEG/NPs, e (iii) Gly livre. (b) ampliação 
dos espectros de FTIR (painel esquerdo) na região de 1200–1800 cm-1, as estruturas em preto e cinza 
representam os modos vibracionais do grupo COO- e NH3+ respectivamente. 
 
Para estudar o efeito da interação entre a molécula de Gly e o complexo PEG/NPs 








normal do complexo PEG/NPs é apresentado na Fig. 5.3(a–i), no qual os modos bending da 
ligação C –C– O são encontrados em torno de 365 e 501 cm-1 (Léon et al. 2017). As vibrações 
de deformação do esqueleto das moléculas de Gly podem ser encontradas em torno de 894 e 
922 cm-1, enquanto às vibrações stretching da ligação C – O estão em torno de 1046 cm-1 
(Yamini et al. 2014). 
 
 
Figura. 5.3. (a) Espectro do Raman normal dos complexos: (i) PEG/NPs e (ii) 2Gly@PEG/NPs. Ampliação em 
diferentes regiões espectrais dos espectros do Raman normal do complexo 2Gly@PEG/NPs ((b) - (c)) e do 










Finalmente, as bandas observadas na faixa de 1200–1500 cm-1 estão associadas aos 
modos vibracionais do grupo CH2 t(CH2) em  (1110–1150) cm-1;  (CH2)  em (1310–1350) 
cm-1 e bending  simétrico e antissimétrico das ligações  (– CH2 – CH2 – ) (1350-1500) cm-1 
(Matsuura e Fukuhara 1986).  Uma compilação dos modos Raman do complexo PEG/NPs é 


























Tabela 5.2: Posição dos modos vibracionais obtidos do Raman normal e SERS para PEG/NPs, Gly (0.1 mol/L), 
Gly@PEG/NPs. 






  Gly Solution Gly@PEG/ 
NPs 
 Assignment 
    335   (CCN) 
365       (C-C-O) 
501       (C-C-O) 
 505   505 505  (COO-) 
 585   585 585  (COO-) 
    612   ( ) 
 670    670  (COO-) 
    773   ( ) 
 897 892  897 897  (C-C) 
894       Skel def 
922       Skel def 
 1030    1030  (C-N) 
1046       (C-O) 
 1103      (NH3+) 
 1115   1126 1115  t( ) 
1126       t(CH2) (G) 
1136       t(CH2) (T) 
    1190   (C-N) 
    1270   Amide III 
1320       (CH2) (T) 
 1330   1330 1330  (CH2) 
1340       (CH2) (G) 
    1360   (CH2) 
       (CH2) 
 1412 1410   1410 1410  s(COO-) 
1438       asCH2) 
 1445   1445 1445  (CH2) 
1500       s(CH2) 
 1520   1507 1513  s( ) 
 1597    1551  as(NH3+) 
G. gauche, T, trans; , bending; , stretching; ω, wagging; , rocking; t, twisting; s, symmetric mode; as, 
asymmetric modes 
 
Curiosamente, verificou-se que o espectro Raman normal do complexo 
2Gly@PEG/NPs (Fig. 5.3 (a) - (ii)), bem como os espectros Raman dos complexos 








espectro Raman normal do complexo PEG/NPs. No entanto, uma análise cuidadosa dos 
espectros Raman gerados a partir dos complexos xGly@PEG/NPs revelam a presença de 
pequenas alterações espectrais, provavelmente relacionadas às assinaturas da molécula de Gly 
interagindo com as cadeias poliméricas do PEG (ver Fig. 5.3 (b – e) e Fig 5.5). 
   
  
Fig. 5.4  Espectros Raman normal dos complexos (i) 
PEG/NPs e xGly@PEG/NPs com (ii) x = 1, (iii) x = 
2, e  (iv) x = 3. 
Fig. 5.5 Ampliações, em diferentes regiões 
espectrais dos espectros Raman normal dos 
complexos (i) PEG/NPs e xGly@PEG/NPs com ii) x 
= 1, (iii) x = 2, e (iv) x = 3. 
 
 
Como sugerido pelas imagens de MEV e MET, as nanopartículas de PEG foram 
preparados por meio do dobramento das longas cadeias poliméricas do PEG. Nessas cadeias, 








ligação interatômica e pelos ângulos das ligações. Estudos anteriores sugerem que a estrutura 
ordenada é semelhante à hélice encontrada no estado sólido, assumindo a conformação trans-
gauche-trans em torno de sucessivas ligações de O–C–C–O com desordem parcial da cadeia 
polimérica causada pela conformação gauche em torno da ligação C–C e conformação trans 
em torno das ligações C–O (Takahashi e Tadokoro 1973). Assim, diferentes conformações 
das ligações C–C e C–O da cadeia polimérica do PEG, sugerem a presença de diferentes tipos 
de ligações de hidrogênio. Consequentemente, é esperado observar mudanças nas 
intensidades integradas dos modos Raman associados com as vibrações wagging e twistting 
do grupo CH2 (Begum e Matsuura 1997; Kozielski 2006). Além do mais, mudanças na taxa 
das intensidades integrados das bandas Raman associadas às conformações gauche e trans 
(Ig/It) estão correlacionadas com o número de monômeros de PEG assumindo essas duas 
conformações. No presente estudo, esses modos são encontrados em torno de 1340 cm-1 
(gauche) e 1320 cm-1 (conformações trans) para ligações C–C e em torno de 1136 cm-1 
(gauche) e 1126 cm-1 (conformações trans) para as ligaçõs C-O. 
Análises da taxa Ig/It para os modos Raman associados com as ligações C– C (Fig. 5.3 
(c)) e C–O (Fig. 5.3 (d)) mostram que (Ig/It)(C-C) aumenta de 1,8 (PEG/NPs) para 3,0 
(2Gly@PEG/NPs), enquanto (Ig/It)
(C-O) diminui de 1,6 (PEG/NPs) para 1,0 (2Gly@PEG/NPs). 
Vale mencionar que a relação Ig/It permanece praticamente inalterada para o complexo 
1Gly@PEG/NPs em comparação com o complexo PEG/NPs. No entanto, a taxa (Ig/It)
(C–C) do 
complexo 3Gly@PEG/NPs (1,0 molL-1) é aproximadamente três vezes maior (5,3) que o 
valor encontrado na amostra NP/PEG (1,8), enquanto que a taxa (Ig/It)
(C–O) para o complexo 
3Gly@PEG/NPs decresce em mais de um terço (0,5) (ver Fig. 5.5). Esses resultados sugerem 








conformação tipo-gauche em torno das ligações C-C, quanto a população da conformação 
tipo-trans, em torno das ligações C–O, aumentam. O aumento da população de conformação 
tipo-gauche em torno da ligação C–C favorece a formação de ligações de hidrogênio na 
cadeia polimérica do PEG, ligando as moléculas Gly aos átomos de oxigênio da molécula 
PEG. Esses resultados estão de acordo com (Kozielski 2006), que relatou o estudo de 
alterações nas conformações em cadeias de polioxietilenoglicóis. Outras evidências da 
interação entre a molécula de Gly e a cadeia polimérica do PEG são mudanças na energia dos 
modos vibracionais do esqueleto da molécula de PEG, torno de 892 cm-1 (ver Fig. 5.3 (b)) e o 
aumento da intensidade do pico em torno de 1410 cm-1, provavelmente associada ao grupo 
COO- da Gly (ver Fig. 5.3 (e)). O surgimento da banda Raman em torno de 1410 cm-1 sugere 
que o grupo funcional do ácido carboxílico da molécula Gly está voltado para o meio aquoso 
do coloide. Esse resultado reforça a hipótese de que a molécula de Gly interage com a 
nanopartícula de PEG por meio dos átomos de oxigênio do PEG que se ligam às moléculas da 
Gly via grupo NH2. Uma representação esquemática de nanopartículas de PEG adsorvido com 









Fig. 5.6 Representação esquemática da adsorção das moléculas de Gly na cadeia polimérica do PEG. 
 
A literatura relata vários trabalhos utilizando a técnica SERS para avaliar informações 
sobre a adsorção de moléculas de Gly na superfície da prata (Podstawka et al. 2004; 
Parameswari et al. 2016). Entretanto, considerando que a Gly em meio aquoso apresenta dois 
polos carregados interagentes devido à transferência de prótons, ou seja, relacionados aos 
grupos funcionais COO- e NH3
+, esses estudos levam a diferentes conclusões sobre o 
mecanismo de adsorção da Gly na superfície de prata. Alguns trabalhos fornecem evidências 








al. 2016). Outros, afirmam que a adsorção de Gly na superfície da prata ocorre por meio do 
grupo amino (Herne et al. 1991). Interações por meio de ambos os polos carregados, também 
foram relatadas (Herne et al. 1991; Podstawka et al. 2004). De fato, discussões sobre a 
orientação molecular quanto a interação da Gly com a superfície de prata, são ambíguas na 
literatura. Provavelmente, os diferentes resultados podem surgir devido às condições 
experimentais empregadas durante a realização dos experimentos; como o pH e força iônica 
da solução de Gly, somados à dependência da concentração de Gly. Portanto, esta questão 
está longe de ser esgotada e a discussão que se segue pretende contribuir para a compreensão 
dos dados SERS registrados a partir da Gly dispersa em meio aquoso. 
Os espectros de SERS da solução de Gly (0,1 mol/L) (i), dos complexos 
2Gly@NP/PEG (ii) e NP/PEG (iii), realizados em substrato de prata coloidal, são mostrados 
na Fig. 5.7 (a). As bandas vibracionais observadas nos espectros SERS e Raman normal, bem 
como suas atribuições podem ser encontradas na Tabela 5.1. Mais detalhes dos espectros de 
SERS ((i) - (iii)) e Raman normal (iv) da solução de Gly e dos complexos 2Gly@PEG/NPs e 
PEG/NPS são mostrados nas Figuras 5.8 e 5.9. Para apoiar a análise de todo o conjunto de 
dados, o espectro Raman normal da solução Gly será primeiramente discutido. O espectro 
Raman normal da Gly apresenta bandas características em 897, 1330 e 1445 cm-1, as quais 
estão associadas ao modo stretching da ligação C–C de aos modos vibracionais wagging e 
bending do grupo CH2, respectivamente. As intensas bandas atribuídas aos modos stretching 
simétricos, bending, wagging e bending/rocking do grupo COO- são observadas em 1412, 
670, 585 e 505 cm-1, respectivamente. Bandas relacionadas ao grupo amina são encontradas 
em 1030 cm-1 (C–N stretching), 1103 cm-1 (NH3+ rocking) e 1115 cm-1 (NH3+ twisting). 









+ são encontrados em 1520 e 1597 cm-1, respectivamente. (Dou et al. 1999; Goryainov et 
al. 2006; Parameswari et al. 2016). 
 
 
Fig. 5.7 (a) Espectros SERS: (i) solução de Gly (0,1 mol/L), (ii) 2Gly@PEG/NPs, e (iii) PEG/NPs. (b) Espectro 
Raman normal de solução de Gly (0,1 mol/L). Ampliações, em diferentes regiões espectrais, dos espectros SERS 
da solução de Gly (i) e do complexo 2Gly@PEG/NPs (ii) e, espectro Raman normal da solução de Gly (iv). 
 
 
Note que, apesar de apresentarem características semelhantes, os espectros Raman 
normal e SERS da solução de Gly (Figura 5.6 (a - i) e 5.6 (b)) apresentam diferenças 
fundamentais. As semelhanças entre os espectros Raman normal e SERS da solução Gly estão 








observado que essas bandas apresentam as mesmas energias vibracionais e aproximadamente 
as mesmas intensidades em ambos os espectros, Raman normal e SERS. Em ambos os casos, 
as bandas atribuídas ao grupo carboxilato, nomeados ρ(COO-),  ω(COO-), δ(COO-) e νs(COO-
), podem ser encontradas em torno de 505, 585, 670 e 1410 cm-1, respectivamente. Da mesma 
forma, bandas associadas ao modo stretching C–C e CH2 wagging e bending são encontradas 
em 897, 1330 e 1445 cm-1, respectivamente. Por outro lado, notáveis diferenças espectrais 
estão associadas a mudanças de energia e intensidades dos modos vibracionais atribuídos ao 
grupo NH3
+, nos espectros SERS em 355, 612, 773, 1190, 1270 e 1360 cm-1 (note bandas 
destacadas em preto). 
  
Fig. 5.8 Espectros SERS (i) e Raman normal (iv) da 
solução de Gly (0,1 mol/L). Espectros SERS dos 
complexos xGly@PEG/NPs com x = 1,0 mol/L (ii) 
e x = 0,1 mol/L (iii) 
Fig. 5.9 Ampliações, em diferentes regiões 
espectrais, dos espectros SERS (i) e Raman normal 
(iv) da solução de Gly (0,1 mol/L). Espetros SERS 
dos complexos xGly@PEG/NPs com x = 1,0 mol/L 









Na solução de Gly, são encontrados os modos vibracionais t(NH3
+) e δs(NH3+), com 
um picos de 1115 e 1520 cm-1, no espectro Raman normal, os quais estão deslocados 
respectivamente para 1126 e 1507 cm-1 no espectro SERS. Além disso, foi verificado no 
espectro SERS da solução de Gly a presença de novas bandas em 355, 612, 773 e 1190 cm-1, 
as quais de acordo com cálculos ab initio, estão respectivamente associadas às vibrações 
δ(CCN), ρ(NH3+)  ν(CN) (Alper  et al. 1992; Parameswari et al. 2016). 
 Novas bandas SERS também apareceram por volta de 1270 e 1360 cm-1. A origem 
dessas bandas ainda não é clara, provavelmente essas bandas estão associadas às vibrações de 
ligações amidas devido à formação do homo di-peptídeos (Gly-Gly). Nesse caso, essas novas 
bandas estariam associadas às vibrações das ligações de amida terciária e CH2, 
respectivamente (Podstawka et al. 2004). 
 Em relação ao mecanismo SERS, as vibrações moleculares ao longo da direção 
perpendicular à superfície ativa do SERS devem ser mais intensificadas do que às na direção 
paralela. Portanto, a partir dos dados da solução de Gly, pode-se inferir que a ligação C-C das 
moléculas de Gly está paralela à superfície da prata e que o grupo carboxilato não está 
adsorvido diretamente na superfície ativa (Herne et al. 1991). Sob outra perspectiva, o notável 
aumento da intensidade SERS no modo vibracional NH3
+ pode estar associado com o 
aumento da polarizabilidade perpendicularmente à superfície da prata como consequência da 
proximidade do grupo NH3
+ com a superfície. Portanto, os resultados aqui relatados fornecem 
uma clara evidência de que o grupo amina interage fortemente com a superfície de prata, em 








 A Figura 5.7 (a) mostra os espectros de SERS dos complexos 2Gly@PEG/NPs (ii) e 
PEG/NPS (iii). É claro a partir dos dados SERS que o espectro do complexo PEG/NPS 
mostra apenas modos vibracionais relacionados ao substrato de prata (em torno de 236 cm-1) e 
ao modo bending da molécula de água (em torno de 1640 cm-1). Esse resultado evidencia que 
os modos vibracionais das moléculas de PEG não são intensificados pela superfície de prata. 
Além disso, diferentemente do espectro SERS para a solução de Gly, em que novos picos 
foram observados, o espectro SERS do complexo 2Gly@PEG/NPs (ver Fig. 5.6 (a) - (ii)) é 
muito semelhante ao Espectro Raman normal da solução de Gly (ver Fig. 5.6 (b)). Exceto 
pelo deslocamento observado para a banda relacionado ao modo vibracional δ(NH3+) (ver 
setas na Fig. 5.7 (e)), nenhum outro deslocamento ou pico adicional foi encontrado. 
Verificou-se que modo δ(NH3+)  tem sua energia deslocada de 1520 para 1513 cm-1 ( = 7 
cm-1). 
É importante enfatizar que o deslocamento do modo vibracional δs(NH3+) foi maior (  
= 13 cm-1) para o espectro SERS da solução Gly. Esse comportamento é uma clara evidência 
de que a molécula Gly interage mais fortemente com a superfície de prata do que com a 
molécula de PEG. Na verdade, todos os modos vibracionais SERS do complexo 
2Gly@PEG/NPs exibem intensidades similares às intensidades observadas no Espectro 
Raman, sugerindo que, enquanto adsorvido no complexo PEG/NPs, as moléculas de Gly 
estão orientadas aleatoriamente em relação à superfície de prata. Portanto, o campo elétrico 
resultante dos plasmons de superfície intensifica os modos vibracionais da molécula de Gly 
mais ou menos uniformemente. Finalmente, no espectro de SERS do complexo 
2Gly@PEG/NPs, a ausência de bandas extras de Gly e a falta de intensificação das bandas de 








prata, ou seja Gly livre. Esta hipótese é confirmada durante a análise do espectro SERS do 
complexo 3Gly@PEG/NPs (Fig. 5.8 e 5.9). Para a amostra 3Gly@PEG/NPs, constatou-se a 
presença de bandas extras a 612, 772 e 1270 cm-1, evidenciando que quanto maior a 
concentração de Gly, vão existir mais moléculas de Gly disponíveis para interagir com a 
superfície de prata. 
 
 
5.1.4 Viabilidade celular da Gly e do complexo Gly@PEG/NPs 
 
Para avaliar o efeito de toxicidade aa incubação da Gly no complexo PEG/NPs  
(Gly@PEG/NPs) e compará-la com a toxicidade da Gly livre (controle), ensaios de 
viabilidade celular, usando o método MTT, em células RAW foram realizados. As células 
RAW foram expostas a concentrações variáveis de Gly (0,001-1,0 mol/L), que foi 
previamente solubilizado em PBS (Gly livre) e incubadas em PEG/NPs (Gly@PEG/NPs). Os 
resultados destes ensaios são coletados na Fig. 5.10. 
Embora ambas as amostras (Gly livre e Gly@PEG/NPs) não mostrem uma diminuição 
significativa na viabilidade em concentrações de até 0,2 mol.L-1, a Gly livre começa a 
apresentar letalidade na concentração acima de 0,3 mol.L-1, atingindo 35% da célula 
viabilidade na concentração de 1,0 mol/L. No entanto, a proliferação de células RAW foi 
observada durante o tratamento com Gly livre em concentrações na faixa de 0,001 a 0,2 
mol/L. Posto isso, verificou-se que a amostra de Gly@PEG/NPs não mostrou uma viabilidade 
de células RAW reduzidas na faixa de Gly adsorvida até 1,0 mol.L-1, que é uma evidência da 









Fig. 5.10. Efeito das concentrações de Gly e Gly@PEG/NPs na viabilidade das células RAW, após 24 h de 
incubação como avaliado pelo ensaio de MTT. A viabilidade celular (%) foi determinada usando as células 





















5.2 – Avaliação do efeito funcional do complexo Gly@PEG/NPs em 
macrófagos do colostro humano (Guimarães et al. 2018b) 
 
Como o objetivo de estudar o efeito funcional do complexo Gly@PEG/NPs na 
atividade microbicida, fagocítica e de produção de citocinas por macrófagos do colostro 
humano, ensaios de viabilidade celular, MTT e ensaios de fagocitose e de produção de 
citocinas estimuladas pela bactéria Escherichia coli (EPEC) foram realizados.  
A fim de determinar a dose adequada de Gly a ser utilizada nos ensaios biológicos foi 
tomado como base os resultados de biocompatibilidade do complexo Gly@PEG/NPs 
realizados em células RAW (como descrita na seção 5.1.4), a qual demonstrou que a maior 
viabilidade celular ocorreu na concentração de 1 mmolL-1 de Gly. Assim, passou-se a adotar 
esta concentração de Gly (1 mmolL-1) nos ensaios envolvendo o uso do complexo 
Gly@PEG/NPs nas propriedades microbicidas, fagocíticas e de imunomodulação em 
macrófagos de colostro humano.  
Estudos realizados com macrófagos do colostro sugere que as principais funções 
destas células são: detecção de patógenos, apresentação de antígenos, resposta inflamatória e 
produção de citocinas (Le Doare et al. 2017).  Uma grande importância é dada ao papel das 
citocinas, uma vez que essas regulam o balanço do processo inflamatório. 
Como dito anteriormente, a Gly é um neurotransmissor inibitório no sistema nervoso 
central com propriedades imunomoduladoras, citoprotetoras e antiinflamatórias. Os efeitos 
protetores da glicina provavelmente se devem ao efeito direto sobre as células-alvo ou 
mediadas pela inibição da ativação das células inflamatórias. Os mecanismos subjacentes não 








autores relatam que a expressão da TNF-α estaria associada a uma diminuição na ativação 
do fator nuclear kappa B (NF-κB) via TNF-α (Alarcon-Aguilar 2008, Garcia-Macedo 2008, 
Contreras-Nuñez et al. 2018), uma vez que nos processos inflamatórios, na resposta imune 
e na defesa antiviral a TNF-α é o mediador central do NF-κB (Kim et al. 2011), embora 
outros ativadores desse fator de transcrição também tenham sido relatados (TLRs, ROS, 
citocinas, fatores de crescimento, etc.) (Oeckinghaus et al. 2011). Outros trabalhos, no 
entanto, mostram que Gly atua suprimindo a sinalização do cálcio, ativando o canal de cloro 
na membrana plasmática que estabiliza ou hiperpolariza o potencial da membrana e, como 
consequência, bloqueia a entrada de cálcio intracelular que estimula o efeito cascata de 
produção de citocinas. Causando, portanto, inibição das células que ativam o processo 
inflamatório, muito provavelmente bloqueando a ativação de citocinas pro-inflamatórias 
como a TNF-α, levando a diminuição de radicais livres e outros mediadores (Mauriz et al. 
2001, Cruz et al. 2008, Ikejima et al. 1997, Ishizaki-Koizumi et al. 2004). 
Considerando que a concentração de Gly presente no colostro humano e leite materno 
é de aproximadamente 22 mg/g (Davis et al. 1993), as interações entre este aminoácido e os 
macrófagos presentes no leite formam um ambiente natural e ideal para um modelo 
experimental, o que justifica o presente estudo ao se isolar macrófagos do colostro humano 
para avaliar a interação do complexo Gly@PEG/NPs e sua atividade funcional (Fagocitose, 
atividade microbicida e produção de citocinas) na presença da bactéria EPEC.  
A EPEC é um bacilo Gram negativo pertencente à família Enterobactericeae, 
caracteriza-se por apresentar metabolismo aeróbio facultativo e por colonizar o trato 
gastrointestinal. Pode estimular vários mecanismos de ativação nas células do colostro 








presença de Gly como descrito por Guimarães e colaboradores (Guimarães et al. 2013; Hara 
et al. 2013). Neste estudo, verificou-se um aumento da taxa de liberação intracelular de Ca2+ 
pelos macrófagos do colostro humano estimulado pela Gly. Este resultado sugere que o 
macrófago do colostro humano pode ser ativado por EPEC na produção de citocinas. 
 
 
5.2.1 – Viabilidade Celular – MTT 
 
Apesar do complexo Gly@PEG/NPs (1 mmol.L-1) ter se mostrado biocompatível em 
células RAW, sua biocompatibilidade também foi testada em macrófagos do colostro 
humano, nas mesmas condições do ensaio anterior. A título de comparação, ensaios de MTT 
com Gly pura (1 mmol.L-1) e com o complexo PEG/NPs (0,016 mmol.L-1) também foram 
realizados. Os resultados mostraram que viabilidade celular frente aos estímulos usados foi 
superior que 85 %.  
 
5.2.2 – Ensaios de Fagocitose e atividade microbicida 
 
Para avaliar a atividade fagocitária e microbicida dos macrófagos do colostro humano 
na presença EPEC foi utilizado o método de Alaranjado de Acridina (Belinatti-Pires et al. 
1994). Os dados desses ensaios são mostrados na Tabela 5.3.  Imagens da fagocitose por 
macrófago do colostro é mostrada na Fig. 5.11. Os resultados mostram que os macrófagos do 
colostro humano aumentaram sua atividade funcional quando submetido a todos os 








verificou-se que apenas o resultado com o tratamento com Gly pura se mostrou 
estatisticamente significativo em relação ao grupo controle (p < 0,05). Os macrófagos do 
colostro exibiram boa atividade fagocitária em resposta à EPEC (72,0±4,5 %), aumentando o 
índice de fagocitose significativamente na presença de Gly (85,0±2,3%). Comparações entre 
os índices de fagocitose do complexo Gly@PEG/NPs e do complexo PEG/NPs, com relação 
ao grupo controle não se mostraram estatisticamente significante. Este resultado evidencia 
que a eficiência do complexo Gly@PEG/NPs não contribuiu, significantemente para o 
aumento da fagocitose dos macrófagos do colostro humano estimulados por EPEC.  Este 
resultado está de acordo com a literatura, a qual relata que nanopartículas modificadas por 
PEG são compostos furtivos que aumentam o tempo de circulação e podem reduzir a 
interação dessas nanopartículas com as proteínas plasmáticas (Bamberger et al. 2018).  
 
 
Tabela 5.3: Índice de fagocitose bacteriana e de atividade microbicida por macrófagos do colostro humano 
determinados por alaranjado acridina. Os símbolos *, # indicam diferenças entre cada tratamento com o grupo 
controle (células/EPEC) e com o grupo Gly pura, ambos com 𝑃 <0,05. 




EPEC 72,0 ±4.5 20,0 ±1,5 
GLY pura  85,0±2.3*    16,0  ± 1,6 # 
PEG/NPs 81,0  ±1.5 22,0 ± 2.2 
Gly@PEG/NPs 78,0  ±1.0 
    27,0 ±1.7*# 
 
 
Como pode ser observado na Tabela 5.3 o grupo controle apresentou índice de 
atividade microbicida da ordem de 20,0±1,5 %, valor similar (p > 0,05) ao encontrado para os 








estimulou, de forma estatisticamente significativa, o aumento da atividade microbicida. Além 
do mais, foi também verificado que índice de atividade microbicida após o tratamento com o 
sistema PEG/NPs, também não foi significativamente modificado (22,0 ±2,2 %) com relação 
ao grupo controle.  Este resultado sugere que o sistema PEG/NPs aparentemente não foram 
reconhecidas pelo sistema fagocitário mononuclear. Contudo, verificou-se que os macrófagos 
tratados com o amplexo Gly@PEG/NPs tiveram sua atividade microbicida aumentada da 
ordem de 40 % com relação aos grupos controle (de 20,0 para 27,0 %: p < 0,05) e Gly pura 
(16,0 para 27,0 % - p < 0,05).   Este resultado está de acordo com o relatado em Guimarães e 
colaboradores (Guimarães et al. 2013a) ao estudar a eficácia de micropartículas de PEG 
carregadas com Gly na atividade microbicida. De acordo com esse trabalho o aumento de 
eficácia da atividade microbicida está relacionado com o aumento da liberação de Ca2+ 
intracelular devido a produção de espécie reativas de oxigênio induzida pela Gly.  
 
  
Fig. 5.11 Imagens da atividade fagocítica obtida pelo método de alaranjado de acridina: (a) fagocitose da EPEC 
















5.2.3 Ensaios de imunomodulação e quantificação de citocinas 
 
Para investigar o efeito do complexo Gly@PEG/NPs (1 mmolL-1) na produção de 
citocinas anti e pró-inflamatórias, ensaio por citometria de fluxo com macrófago do colostro 
humano, estimulados por EPEC e tratados com o complexo Gly@PEG/NPs, forma realizados. 
Para isso, foram quantificadas as concentrações das citocinas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, 
IL-17, IL-1, IFN- e TNF-, 24 horas após o tratamento. Para comparação, ensaios 
utilizando um grupo controle (estimulado por EPEC e sem tratamento com Gly), tratados com 
Gly pura (1 mmol/L) (controle positivo) e NP/PEG (sem Gly) foram também realizados sob 




Tabela 5.4 Expressão de citocinas (pg/mL) em macrófagos de colostro humano após estimulação por EPEC e 
posterior tratamento com Gly pura, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs. O símbolo * indica diferenças estatísticas 









IL-1 13,4 ± 2,2 19,4 ± 1,6*   20,8 ± 1,6*   20,0 ± 2,6* 
IL- 4 10,3 ± 0,2 12,2 ± 0,1* 10,2 ± 0,2 10,3 ± 0,3 
IL-10  4,1 ± 0,1      4,8 ± 0,1  4,5 ± 0,1    5,4 ± 0,2* 





















IL-1 13,4 ± 4,4 16,9 ± 1,8* 20,8 ± 1,7*   19,9 ± 2,9* 
IL- 4 10,3 ± 0,4 12,2 ± 0,2* 10,2 ± 0,4 10,3 ± 0,6 
IL-6 11,8 ± 4,6 14,2 ±2,0 18,5 ± 1,7* 15,5 ± 3,3 
IL-8 19,1 ± 1,0 19,3 ± 2,8 19,5 ± 1,7 20,6 ±3,6 
IL-10   4,1 ± 0,2   4,8 ± 0,2   4,5 ± 0,2        5,4 ± 1,2* 
IL-12 15,5 ± 6,3 19,9 ± 2,4 22,5 ± 2,9* 21,3 ± 2,7* 
IL - 17   5,0 ± 1,6   4,7 ± 0,8   4,6 ± 0,6   7,1 ± 3,8* 
TNF-α 12,0 ± 0,8 16,3 ±0,7* 15,9 ± 0,5*   17,2 ± 0,3* 




Como pode ser verificado na Tabela 5.4 as citocinas IL - 8 e IFN-  não mostraram 
variações estatisticamente relevantes em nenhum dos grupos de amostras aqui estudadas. 
Contudo, foi verificado que o tratamento com o complexo Gly@PEG/NPs modulou a 
produção de IL-1, IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-, aumentando suas expressões, com relação 
grupo controle em aproximadamente 50, 30, 40, 40 e 40%, respectivamente.  Enquanto que o 
tratamento com a Gly pura levou ao aumento da expressão de IL-1, IL-4, TNF- em 
aproximadamente 25, 20 e 35 %, respectivamente. Por último, o uso do carreador NP/PEG 
elevou a produção de IL-1, IL – 6, IL – 12 e TNF- com relação ao grupo controle, em 
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Fig. 5.12 Expressão de citocinas por macrófagos de colostro humano (a) IL-1, (b) IL – 4, (c) IL – 10 e (d) TNF-
 após estimulação por EPEC e posterior tratamento com Gly pura, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs. O símbolo * 
indica diferenças estatisticamente significante com p < 0,05. 
 
Como relatado anteriormente, o PEG por ser um polímero biocompatível tem sido 
amplamente utilizado na área biomédica. De modo geral, os nanomateriais, quando têm suas 
superfícies modificadas com PEG (PEGlação) podem suprimir a adsorção por opsonina e a 
depuração subsequente pelo sistema fagocitário mononuclear, prolongando assim o tempo de 
circulação (Dorati et al. 2007; Kumari et al. 2010; Corrêa et al. 2011; Hara et al. 2013; 
Machado et al. 2015). Contudo, os resultados aqui apresentados demostraram que apesar da 
presença das NPs de PEG não ter influenciado, de forma estatisticamente significante, o 
índice de atividade microbicida após o tratamento com o sistema PEG/NPs, esse contribuiu 
para o aumento das expressões de citocinas pro-inflamatórias (IL-1, IL – 6, IL - 12 e TNF-) 










trabalho de Bamberger e colaboradores, ao estudar o efeito da modificação, por PEGlação, da 
superfície de NPs de polissacarídeos, nas propriedades fisiológicas de diferentes tipos 
primários de células imune (Bamberger et al. 2017). Nesse trabalho, foi verificado que a 
PEGilação diminui a captação celular inespecífica das NPs recobertas com PEG por 
macrófagos e células dendríticas, mas aumenta a produção de citocinas pró-inflamatórias com 
a TNF- e a IL-6.  
Os ensaios envolvendo o uso da Gly (Gly pura e Gly@PEG/NPs), mostraram que 
tanto as citocinas anti- quanto as pro-inflamatórias tiveram suas expressões aumentadas após 
os tratamentos. Sugerindo um equilíbrio entre esses mediadores, uma vez que é característico 
dos componentes imunológicos do colostro agir em conjunto, sem causar uma resposta 
inflamatória (Cubero et al. 2009). Contudo, como pode ser observado na Tabela 5.4 e na Fig. 
5.12, foi observado um aumento, estatisticamente significativo das citocinas IL-1 e TNF- α 
para todos os grupos tratados.  Foram também observados aumentos estatisticamente 
significativos dos teores das citocinas IL-12 e IL – 17 para o grupo tratado com o complexo 
Gly@PEG/NPs e das citocinas IL – 6 e IL – 12 o grupo tratado com o complexo PEG/NPs. A 
citocina IL-17 é produzida tipicamente pelo subgrupo de células T (Th17), contudo, estudos 
demonstram que os macrófagos também expressam citocinas Th17 (Gu et al. 2008). Em geral 
os efeitos da Th17 estão associados aos mecanismos subjacentes da condição de inflamação. 
Por outro lado, a presença de IL – 17 prejudica a apoptose por monócitos/macrófagos e induz 
intensa diferenciação, garantindo remoção eficiente de neutrófilos apoptóticos e restauração 
de condições anti-inflamatória e sugere um papel inesperado da IL–17 na resolução da 
inflamação (Sakaguchi 2005), que pode ser importante durante a fagocitose e processo 








O aumento da produção de citocinas pro-inflamatórias (principalmente a TNF- α) não 
é um comportamento esperado, ao menos para o grupo tratado com Gly pura, uma vez que 
existem diversos trabalhos na literatura que mostram que a Gly reduz o teor da citocina TNF- 
α (Ikejima et al. 1997; Spittler et al. 1999; Ikejima et al. 1997; Alarcon-Aguilar et al. 2008; 
Ishizaki-Koizumi et al. 2004; Garcia-Macedo et al. 2008)  Embora, os mecanismos pelos 
quais a Gly regula as expressões das citocinas, não serem ainda totalmente compreendidos, 
tem sido reportado que a Gly (ao menos em sistemas in vitro) reprime a expressão das 
citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 em monócitos, células de Kupffer e 3T3-L1 
(Ikejima et al. 1997; Alarcon-Aguilar et al. 2008; Garcia-Macedo et al. 2008 ) e estimula a 
expressão de citocinas anti-inflamatória IL – 10 (também em monócitos) (Spittler et al. 1999).  
Fazendo uma pesquisa na literatura pode-se verificar que, apesar de se notar uma 
redução de TNF-α após o tratamento com Gly, observa-se uma grande diversidade de 
resultados. Essa diversidade de resultados provavelmente está relacionada aos diferentes 
sistemas biológicos estudados e a metodologia empregada (tipo de estimulo, tempo de 
incubação, dose de Gly usada, entre outros). No trabalho de Garcia-Macedo e colaboradores 
(Garcia-Macedo et al. 2008) foi mostrado que, quando células 3T3-L1 (as quais foram 
diferenciadas de fiblobastos para adipócitos) são cultivadas na presença de 10 mmol/L de Gly, 
a expressão de TNF-α decresce em fibroblastos (20%) mas não em adipócitos.  Por outro 
lado, Ishizaki-Koizumi e colaboradores relatam que o uso de Gly, nas concentrações de 1 e 10 
mmol/L, reduzem (em células de Kupffer) os teores de TNF-α em 10 e 40%, respectivamente. 
As medidas foram realizadas 4 h após o estimulo com LPS (Ishizaki-Koizumi et al. 2004). 
Por fim, Spittler e colaboradores ao estudarem monócitos humanos cultivados em diferentes 








verificaram que as expressões das citocinas IL-10, IL-1, TNF- são dependentes do tempo 
de estimulação e da dose de Gly usada no cultivo (Spittler et al. 1999). Eles verificaram que a 
TNF- tem seu teor aumentado até 6 h, pós-estimulação e em seguida sua expressão é 
rapidamente reduzida. Além do mais, foi verificado que o uso de 2 mmolL-1 de Gly (usados 
durante o cultivo dos monócitos) reduziu a produção de TNF- em aproximadamente 50%. 
Contudo, medidas realizadas 24 h após o estimulo com LPS, mostraram que o efeito da Gly 
na redução do TNF- é praticamente desprezível (Spittler et al. 1999). 
Assim, com base na discussão acima e lembrando que nesse trabalho a dose de Gly 
utilizada foi de 1 mmol.L-1 e os teores das citocinas foram obtidos 24 h após a estimulação 
com EPEC, é razoável supor que as pequenas variações nos teores TNF- (estatisticamente 
não significantes) observadas entre as amostras tratadas com Gly pura e com  o complexo 
Gly@PEG/NPs, quando comparado com as amostras tratadas apenas com PEG/NPs, estão 
provavelmente relacionadas a baixa dose de Gly ou ao longo tempo de exposição a EPEC. Ou 
seja, se as medidas do teor de TNF-  tivessem sido realizadas no período de 4 – 8 horas após 
a estimulação, provavelmente as variações nos teores de TNF- teriam sido mais 
significativos. Contudo, para comprovar esta hipótese novos estudos devem ser realizados.    
No que diz respeito às citocinas anti-inflamatórias, foi verificado que apesar de 
presente em ambos os grupos tratados com Gly (Gly pura e Gly@PEG/NPs) as citocinas IL-4 
e IL-10 não foram expressadas simultaneamente em ambos os grupos. Constatou-se apenas 
que, as expressões de IL- 4 e IL-10 somente foram estatisticamente significantes nas amostras 








As interleucinas IL-4 e IL-10 são citocinas com características anti-inflamatórias, 
produzidas principalmente por células T (Th2). Ambas as interleucinas agem como fator de 
diferenciação para as células T citotóxicas, diminuindo a função secretora de citocinas por 
(Th1) e facilitando o desenvolvimento de respostas Th2, contribuindo assim para redução de 
processos anti-inflamatórios. Levando-se em conta que a Gly possui propriedades 
citoprotetora e anti-inflamatórias, é esperado que o tratamento com a Gly induza a produção 
de IL-4 e IL-10 (Narayan et al. 2017; Cifuentes-Zúñiga et al. 2017).   
Contudo, assim como a TNF-, a expressão das citocinas IL-4 e IL-10 também são 
dependentes do tempo de estímulo e da dose de Gly (Spittler et al. 1999). Foi relatado que o 
tratamento com 10 mmol/L de Gly levou a um aumento de três vezes do teor de IL-10 após 6 
h, com produção máxima em ~ 12 h; a 2 mmol.L-1, o nível mais elevado de IL-10 foi medido 
após 24h. O máximo da produção de IL-10 sem o tratamento com Gly foi observado em 24 h 
após a estimulação com LPS. Em todos os casos foi verificado que o teor de IL-10 nas 
amostras cai após a ocorrência de seu máximo.  Portanto, estes resultados sugerem que a Gly 
contribui para antecipação da produção máxima de IL-10 (Spittler et al. 1999). Levando-se 
em conta que no presente estudo a dose de Gly pura foi de 1 mmol.L-1, pode se supor com 
base nos dados de Spittler e colaboradores (Spittler et al. 1999), que a produção máxima de 
IL-10 nas amostras tradas com Gly pura, aqui investigadas, se daria em aproximadamente 18 
h. Em complemento, em virtude da adsorção da Gly nas NP/PEG (Gly@PEG/NPs), é 
razoável supor que o máximo da produção de IL-10 ocorra após as 24 h do tratamento. Estas 
considerações estão de acordo com a observação de IL-10 (p < 0,004) apenas nas amostras 
tratadas com o complexo Gly@PEG/NPs, uma vez que os teores das citocinas presentes no 








Além do mais, estudos de imunomodulação do complexo Gly@PEG/NPs, por 
correlação de Pearson (Pearson and Whiteley 1899) mostram que a produção de IL – 10 está 
correlacionada com a produção de IL-1 (R = 0.94 e p = 0.01) e TNF- (R = 0.96 e p = 
0.006). De fato, como relatado anteriormente essas citocinas tiveram suas expressões 
aumentadas em aproximadamente 55 e 30%, respectivamente. Correlações de Pearson 
estatisticamente significantes também foram observas para o tratamento com Gly pura. Nesse 
caso, foi verificado que a maior expressão de IL– 4 (+ 30%) se correlaciona com a produção 
de TNF- (R = 0.89 e p = 0,003), a qual foi aumentada em ~ 30%. Por último, não foi 
observado quaisquer correlações de Pearson, estatisticamente significante, nos macrófagos 
tratados com o sistema PEG/NPs.  
Assim, levando-se em conta que as citocinas são mediadores necessários para conduzir 
a resposta inflamatória aos locais de infecção e que a produção de citocinas pro- e anti-
inflamatórias na lesão pode se manifestar sistematicamente com a instabilidade 
hemodinâmica ou com os distúrbios metabólicos, associada com o aumento da atividade 
microbicida promovida pela presença do complexo Gly@PEG/NPs, leva a sugerir que esse 














CAPÍTULO 6 - CONCLUSÃO 
      
Neste estudo, verificou-se que o tamanho médio das Gly@PEG/NPs foi de 54 nm e 
sua morfologia é não esférica, parcialmente organizada alternando regiões amorfas e regiões 
cristalinas. Nota-se que as PEG/NPS e as Gly@PEG/NPs são muito semelhantes quanto a 
morfologia. 
Verificou-se neste trabalho que o tamanho médio das PEG/NPs avaliadas por DLS foi 
do tamanho de 190 nm até 15 dias, 320 nm em até 45 dias e acima de 540 após 60 dias, e as 
Gly@PEG/NPs apresentaram o mesmo tamanho médio aproximado, sofrendo uma pequena 
variação quando adsorvidas com glicina. 
Neste estudo, uma suspensão coloidal biocompatível baseada em nanopartículas de 
PEG carregadas com glicina (Gly) (Gly@PEG/NPs) foi desenvolvida utilizando apenas PBS 
como meio aquoso. A espectroscopia Raman normal e intensificada por superfície (SERS) foi 
usada com sucesso para investigar a interação da molécula de Gly carregada nas 
nanopartículas de PEG. Para comparação, a molécula de Gly livre também é investigada pela 
técnica SERS. As mudanças vibracionais observadas nos espectros de FTIR, Raman e SERS 
sugerem fortemente que a proximidade dos grupos amino protonados (NH3
+) da molécula de 
Gly promove um aumento na conformação tipo-gauche em torno da ligação C-C da molécula 
de PEG, que favorece a formação de pontes de hidrogênio na cadeia polimérica do PEG, 
enquanto liga as moléculas de Gly aos átomos de oxigênio da molécula de PEG por meio de 
ligações de hidrogênio. Os dados também forneceram fortes evidências de que o grupo 
carboxilato (COO-) da molécula Gly estão voltados para fora do complexo Gly@PEG/NPs e 








Ensaios, usando método MTT, realizados em células RAW 264.7 e em macrófagos de 
colostro humano, mostraram o complexo Gly@PEG/NPs apresenta viabilidade celular 
superior a 85%. Além do mais, bioensaios realizados em macrófagos do colostro humano 
estimulados pela bactéria EPEC revelaram, apesar de não ter sido reconhecidos pelos 
macrófagos, o complexo Gly@PEG/NPs, foi capaz de aumentar a atividade microbicida e a 
produção tanto de citocinas antiinflamatórias quanto de citocinas pro-inflamatórias.  
Assim, a presente investigação abre caminho para entender a interação de 
nanopartículas poliméricas com aminoácidos de modo a permitir o desenvolvimento de 
sistemas de entrega de drogas capazes de modular a atividade funcional do sistema 
imunológico.  
 
Perspectivas Futuras  
 
- Preparar complexos Gly@PEG/NPs com diferentes teores de Gly (0,01 – 1 molL-1) e em 
sistemas in vitro, e determinar os teores de citocinas produzidos em função do tempo de 
tratamento e do tempo de estímulo.  
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